elektronisches
dokument

Etablierung proteinbasierter
Transfersysteme

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.)

vorgelegt der
M athematisch-Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultét
der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg

von Herrn Dirk Esser
geb. am 11.11.1971 in Disseldorf (Nordrhein-Westfalen)

Gutachter:
1. Prof. Dr. rer. nat. Rainer Rudolph
2. Prof. Dr. rer. nat. Peter Buckel

3. PD Dr. rer. nat. Helge Taubert

Halle (Saale), 14.12.2000






Inhaltsverzeichnis

11
12
13
14
15
151
152
153
154
155
1.6
16.1
1.6.2
1.6.3
164
165
1.6.6
1.7
18
181
1.8.2
1.9

21
211
212
213
214
215
216
217
218
22
221
222
223
224
225
226
227
228
229
2.2.10
2211
2212

e N = B O 1
VOr DEMEN KUNGEN ..ottt 1
Gentransfer in der Grundlagenforschung und Biotechnologie...................... 2
Gentransfer alstherapeutischer ANSALZ ... 2
Barrieren deS GentransfersS ... .o 5
Virale Methoden des Gentransfers.........oonnneenneesss e 7
REIOVITale SYSLEIME ... 7
LentiVIrale SYSLEIME........ccooieierieirree st 9
AJENOVITAlE SYSIEIME......c.oiecieiieee et 9
AAV -SYSLEIME......oeiiieeieiee ettt s e n e ene s 11
Anderevirale GentransfersyStaIME ... 13
Nichtvirale Gentransfer methoden ... 15
LiPOFEKETON. ...ttt 15
POIYTEKLION ... 16
Rezeptorvermittelter Gentransfer ..o 18
Transfer NACKLEr DINA ... 19
ViIruSANal 008 SYSIEIME. ..ottt 20
Andere nichtvirale GentransferSysteme. ... 21
Proteintherapie und Proteintransduktion ..., 22
VErWENAELE ANSALZE.......ceiieeier ettt 24
Das VP1-Protein aus murinem POlyOmMaVIrUS..........ocoerreerereenenieeneseeesesienens 24
Das HU-Protein aus Thermotoga maritima ............oucoeeeeeenssiensseesesessenesaenens 26
ZIEl@UEr ATDEIT ... 27
MATERIAL UND M ETHODEN ....ooiiriiirieerneneseisseseenesseseesssssssssesssssssssssssenss 28
IMTAEENTAI ..ttt 28
Chemikalien und REAJENZIEN ..o 28
Zusammensetzung haufig verwendeter PUFTEr..........ccoeevrennrcnnccereeee 28
Medien fir bakterielle KUITUren ... 29
Medien fur eukaryotische ZelIKUITUreN ... 30
Verwendete BakterienStamMEe....... ..o 30
Verwendete ZETINIEN ... 31
Verwendete Plasmide.........cooiineeee e 31
Verwendete OligonUKIEOLIAE...........courueueririeereee e 32
Molekularbiologische Methoden ..., K%}
Herstellung chemisch kompetenter Zellen...........ccooevnninnccnseeeee, K%}
Transformation in chemisch kompetente Zellen ..., 34
Reinigung von Plasmid-DNA Mit KitS......ccoeoiiinnrineeereereseeseseeeseseens 34
Reinigung von Plasmid-DNA in grof3em Mal3stab .........ccccvrecenneccnnicccninene, 35
Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen ............cooeeevveennecnenincnene 36
Native PAGE von OligonuKI€otideN ..o 36
Agarosegel €l eKtrophOrESe. ...t 36
Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem AgaroSege .........coeeevveeeneneeeene 37
Dephosphorylierung/Phosphorylierung von DNA-Fragmenten............ccccoeeeee.. 37
Annealing von Oligonukleotiden zur Einklonierung..........cccoeeevrennnecenineene. 37
LIQBLION ...ttt ettt 37

Amplifikation vOn DNA Mit PCR........ccoiieeeereere s 38



I Inhaltsverzeichnis
2213  GEriChtete MULBgENESE........c.coereeeierieereeie ettt 38
2.3 Proteintechnologische Methoden ... 39
231 Expressionvon VP1-Varianten und EGFPINE. COli ..ccovvveeecveeeeeieeseenen 39
232  Expression von TMHU und ECOHUA iN E. COLi ..o, 39
233  Expression von TMHU-Varianten in E. Coli ..., 39
234  Bakterieler ZellaufsChlUSS.........cco i 39
235  Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese...........ccocovveineninee. 40
2.3.6  Farbung eines SDS-Polyacrylamidgels mit Coomassie Brilliant Blue.............. 40
2.3.7  INteinreinigung VON ProtEINEN ..........ccoreirireinereesesie st 40
2.3.8 Reinigung von TmHU und seinen Varianten sowie ECOHUa..........c..ccccceene.. 41
2319 WESEIN-BIOL ...ttt 42
24 Zellbiologische Methoden..........ccociicinnccre e 43
241 KUIIVIEIUNG ..ottt 43
24.2  Subkultivierung eukaryotisCher Zellen ... 43
243  Praparation eines Tiefstkiihlaliquots (fireeze STOCK)......covvoniiiinriinneeie, 43
244  Reaktivierung eines TiefStKUl@liQUOLS..........cccouvueirrieiirrercee e 44
245  Stabile Transfektion durch Kopréazipitation von Calciumphosphat und DNA..44
24.6  Transfektion mit DEAE-dextran und Lipiden ..., 45
247  Praparation VON ZEYSAEN ..ot 45
24.8  Anayseder Expression von EGF-Rezeptor in verschiedenen Zelllinien.......... 45
249  Anayse der Expression von a-GalaktosSidase. .........ccocovreerireeininieienisiecseeeenens 45
2410 Anayseder EXpression VON LUCITEIaSE.........ccoreirrieiinirecresiecsesee e 46
2411 Erzeugung einer den EGF-Rezeptor Uberexprimierenden Zelllinie................... 46
2.4.12 Transfektionsprotokolle mit TMHU und VPL........coooiiiinniceeceee, 46
2.4.13 Herstellung von eukaryotischen Zellkernextrakten...........ccccoveevnecnnecneneene. 46
2.4.14 Methylenblaufarbung eukaryotischer Zellen..........oooicinicinnciece, 47
24.15 Anayse der EGFP-Expression eukaryotischer Zellen mit FACS............c........ 47
24.16 Aufnahmevon TGFP in eukaryotische Zellen ..., 47
24.17 Toxizitétsstudien mit eukaryotischen Zellen ..., 47
25 Spektroskopische Methoden ... 49
251  Elektronenspray-lonisationsmassenspektroskopie (ESI-MS).........cccoreeenenennee. 49
252  Bindungsstudien von TmHU an DNA mit Oberfl&chenplasmonresonanz........ 49
253  CD-Spektroskopie VON ProtEINEN.........ooeiririeiririeiririe e 50
254  FHuoreszenzspektrometrische Analyse der Entfaltung von TGFP und EGFP...50
255  Absorptionsspektroskopische Analyse der Hitzedenaturierung von DNA........ 51
256  Bestimmung der ProteinkONZEntration............ccoeeerreienneicneniecsese s 51
26 SONSHPE MELNOUEN ... 52
2.6.1  DNaseschutzanalySe VON DINA ..o 52
2.6.2  Experimente zur in vivo-Transfereigenschaft von TmHU..........ccccooeoviiininineee. 52
2.6.3  Messung des Endotoxingehalts von Proteinproben ...........cccceevneeennecneneenen. 53
264  MOOEIING. ..ottt 53
2.7 Abwandlung einer M utagenese-M ethode: M egaprimer-QuikChange.......55
271 VOrbemerkUnNGen. ... 55
272  Prinzipder MEthOdE. ..o 55
2.7.3 Beigpiel einer durchgeflhrten MUtagenese...........coorueierrieirericineneesesiecseeeene 57
274 DISKUSSION.....coiuiiiieiiisieese sttt ettt b et ss bt s et s b 58
3 EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE: POLYOMA-VPL........cccoovvvine. 60
31 VOr DEMEN KUNGEN ...ttt 60
3.2 N-terminale Fusionskonstrukte von VP ... 61
321 VOrbemerkUnNGen. ... 61



Inhaltsverzeichnis I

322
323
3.3

331
332
34

34.1
34.2
343
35

351
352
3.6

36.1
3.6.2
3.6.3
364
365

4
41
4.2
421
422
423
424
425
42.6
427
4.3
431
432
433
434
435
4.3.6
437
438
439
4.3.10
4311
4312
4313
4314
4315
4.3.16
4.3.17
4318
4.3.19
4.4
4.4.1

TVCTBP-VPL-ChimA&re........cccoeoiiirirriririeeieeenesesesisie e sesssssses 61
Weitere N-terminale Varianten: 111-VP1, 234-VP1, r16-VPL........ccccccoevvenenee. 63
Verpackung von Plasmid-DNA und Transfektion mit Polyoma-VP1........ 66
Probleme Ublicher in vitro-Analysemethoden ..., 66
Transfektion mit POlyOMEa-VPL.........ccoiiiiieeeee e 67
Matrixgestiitzte Verpackung in VP1-Kapside.........ccoveoernriennecnenecneriene, 72
HINTENGIUNG. ...t 72
Reversible Bindung von DNA an immobilisierte VP1-Pentamere.................... 72
Verpackung von DNA in immobilisierte VP1-Kapside..........cccoovevveeinnencnene 73
Versuche zur Zielsteuerung von VP1-Kapsiden ........ccoevvvecenneicnniccnene 75
HINTENGIUNG. ...t 75
Kopplung von Modulen an die Kapsidaul3enhille mit dem Bio-tag.................. 75
Zielsteuerung Uber den EGF-REZEPLON .......cccvvveiiirireeirieereee e 76
VOrDEMErKUNGEN ... 76
Anayse der EGF-R-Expression in verschiedenen Zelllinien ... 77
Erzeugung der ZellliNIe NEL3 ... 78
Zielsteuerung von Mo-MLV-basierten Retroviren mit Hilfe von EGF ............. 79
Zielsteuerung von VP1-Kapsiden mit Hilfevon EGF ... 79
EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE: TMHU ..., 85
VOr DEMEN KUNGEN ...ttt 85
I solierung und physikochemische Charakterisierung.......coeeeveceveeevreccenne 85
Klonierung der Gene fur TmHU und ECOHUA ..o, 85
Expression und Reinigung von TmHU und EcOHUAL..........ccocccnniininccnine, 86
Charakterisierung Von TMHU.........ccooiiiniieeseesese e 88
Thermostabilitat VON TMHU ......ccvcoiiiceeeeeeeeeee e 90
Modellstruktur VON TMHU .......cooveieceseeese e 92
Bindung von DNA durch TMHU ..o %!
TmHU-vermittelter Schutz von dsDNA vor Aufschmelzen..........c.cccoovieeeee. 96
TmHU als Transfektionsagens eukaryotischer Zellen in vitro............c.c...... 98
VOrDEMErKUNGEN ... 98
Schutz von DNA vor DNaseabball. ..o 98
Etablierung eines effizienten Transfektionsprotokolls mit TmHU. .................... 99
Massenverhaltnis von TmHU und DNA ... 99
Wahl des PUFTEISYSIEIMS........c.coiviieirieirere e 100
Forcierte Prézipitatbildung durch Hitzeinkubation .............cccccovevvveieeiencnnnee. 100
Zusatz von Calcium zum ReaktioNSANSALZ .........cc.eevereeeererieenirieeresie e 101
Einfluss nichtspezifischer DNA (carrier-DNA) ..., 103
Inkubationszeit vor MedienWeChSal ... 103
Zusatz endosomolytischer SUDSIANZEN..........coereinrecreee s 104
Abhangigkeit der Effizienz von der Konfluenz............ccccvveinneinncicniniene, 105
Serumabh8NGIGKEIT ... e 105
Menge an TranSfEKLONSAgENS .......ccuvveeriririeririee e 106
Zusammenfassung: Optimierte transiente Transfektion in NIH 3T3.............. 106
Vergleichende transiente Transfektionen verschiedener Zelllinien ................ 107
Stabile Transfektion von NIH 3T3-Zellen ... 109
Erhohung der Lipofektionseffizienz durch Zusatz von TmHU. ....................... 109
Anwendungsbeispiel: Stabile Transfektion von 8505C-Zéllen....................... 111
Vergleich der Toxizitdt von TmMHU und Lipofektin.........ccovoeerereineneienineene. 112
TmHU be in vivo-Transfektionen ... 113

INEramUSKUIEIre INJEKLION .......oveuiiieereer e 113



\Y/ Inhaltsverzeichnis
442  Transfektion von HUNNErembryos....... ..o 116
4.5 Neue funktionelle Varianten von TMHU ... 116
451  VOrbDemerkUNGEN...... ..o 116
452 TGFPIimVergleich Mit EGFP ... 117
5.3 TEGF ..ttt ettt 129
454  TPEN UNA TRGD ..ottt 129
455  Toxizitatsstudien Mit TRGD.......ccccovrrerriinrrsre e 130
5 DISKUSSION DER VP1-UNTERSUCHUNGEN.......cocovmrureenereeeereeneeeeneens. 133
51 N-terminale Varianten VON VPL ... e see e 133
530 10 R NV O STRTRRRS 133
512 Waeitere N-terminale Varianten Von VPL.........ococoinniiinnereeseeseeen, 133
52 Verpackung von Plasmid-DNA in Polyoma-VPL1.........cccovmiinnennennenen. 134
521 DieUnzulanglichkeit der in vitro-ANalySen.........coeiennecennecenseeseeeen, 134
522  Transfektion mit POlyOMa-VPL........ccooooiiiiinineeeereesese e 136
523  Verpackung von Substanzen tber matriximmobilisiertesVP1.............cc......... 138
53 Versuche zur Zielsteuerung von VP1-Kapsiden ........cccoeevveinneccniniene, 141
ST I R = ISR 141
532  Ziesteuerung UDEr EGF ...t 141
6 DiskUSSION DER TM HU-UNTERSUCHUNGEN ......c.ccounirerereereenenene. 143
6.1 Expression von rekombinantem TMHU ... 143
6.2 Physikochemische Charakterisierung von TMHU ..., 143
6.2.1  Grundlegende CharakteriSIerUNG........cccorueiririrererieerisieesesee e 143
6.2.2  Bindung von TMHU aN DNA ..o s 144
6.2.3 TmHU-vermittelter Schutz von dsDNA vor Aufschmelzen ..o 145
6.3 TmHU als Transfektionsagens und enhancer ..., 146
6.3.1  VOrUDErEQUNGEN ... s 146
6.3.2  Optimierung des Systems und hypothetischer Mechanismus............cc.cccueuen... 146
6.3.3  Eignung des Systems fir in vivo-ANWENdUNGEN...........covvereeereereeereeesereeaeens 150
6.4 Varianten Von TMHU ... 152
6.4.1  EXPression UNd REINIGUNG ... nees 152
6.4.2  Funktionelle Untersuchungen der Varianten...........ccooeevneenneenneienesieenens 152
7 ZUSAMMENFASSUNG ....oocoerrirenereesesssnesesssssssssessssssssssessssssssssssessssssssssesssens 156
7.1 VP ettt ettt et n s 156
7.2 TIMHU Lottt 157
7.3 Polyoma-VP1 und TmHU —zwei sich ergénzende Systeme.........c.ccccceue.e. 158
74 Etablierung proteinbasierter Transfersysteme........ccoccceevvevnsennscnennenns 160
8 LITERATURVERZEICHNIS.....ooiiirireireeeeereeneseesessesessssesssssssssesssssssnssesssenes 162
9 ANHANG . ...ttt ettt ess sttt se st s et ens s 183
91 ADKUI ZUNGEN ...ttt 183
9.2 DANKSAQUNG ...ttt nnenas 184
9.3 LEDENSAUT ... 185
94 U] 0] 112€= LA ] 1= o RN 186
95 PaLENTE......cceeeee e e r e ns 186
9.6 Prasentalionen .........ccoeoeeereeireieeseese et se e e s e ne e 186



1 Einleitung

1.1 Vorbemerkungen

Wohl kaum eine biotechnol ogische Innovation hat in so kurzer Zeit - und anfanglich mit
so wenigen klinischen Fakten - fir einen emotionalen Aufruhr und Hohenflug gesorgt wie
die Gentherapie und ihre Implikationen. Wurden erste Abschdtzungen in den Anfangsjah-
ren, die den Ubergang von der Verwendung von Gentransfer zum Studium von zelluléaren
Prozessen zu einer neuartigen Therapieform wagten, noch als wilde Spekulationen abgetan,
wechselte dies in eine Ubermal3ig positiv-euphemistische Stimmung Anfang der neunziger
Jahre, als die ersten in vitro- und in vivo-Versuche abgeschlossen waren und baldige, weit
reichende Erfolge in klinischen Studien nahe lagen.

Mitte der neunziger Jahre kam dann die Ernlichterung - viele der klinischen Studien
hielten den hoch gesteckten Erwartungen nicht stand. Neben der Erkenntnis, dass es bis
zum routinemal3igen Einsatz noch ein weiter Weg sein wird, wuchs die Einsicht, dass fur
eine effektive Behandlung von Krankheiten durch Gentherapie auch die Erforschung neuer
Methoden des Gentransfers unumgénglich ist: ,When improved viral and nonviral vector
systems emerge, these and many other disorders should be far more amenable to effective
gene therapy than they were with earlier vectors and grafting techniques.” (Friedmann 1999,
S. 336).

Die neueste Entwicklung sieht wieder einen Stimmungsumschwung - es wird generell
kaum bezweifelt, dass schon bald mit einem routinemaligen Einsatz der Gentherapie ge-
rechnet werden kann. Selbst dramatische Riickschlage wie der - bisher einmalige - eindeutig
auf die Anwendung von Gentherapie zurtickzufiihrende Tod eines jungen Amerikaners
(Lehrmann 1999) werden letztendlich die Gentherapie nicht aufhalten. Wéahrend mit der
Entschltisselung des menschlichen Genoms immer neue potenzielle Verwendungen von
Erbinformation aufgedeckt und postuliert werden, werden gleichzeitig effizientere — und
sicherere — Methoden zum Transfer von Genen in eukaryotische Zellen erforscht.

Die vorliegende Arbeit ist ein Beitrag zur Entwicklung der Methoden des Gentransfers.
Es wurden Untersuchungen durchgefuihrt, die neuartige Protokolle und Verfahren auf der
Grundlage zweier verschiedener Systeme verwendeten - einer kinstlichen Virushille, basie-
rend auf dem Haupthullprotein des Mausepolyomavirus und eines thermostabilen histo-
ndhnlichen Proteins, TmHU. Wahrend mit der rekonstituierten Virushille eine Transfektion
nur in geringen Ausbeuten gelang, konnte gezeigt werden, dass TmHU ein beachtliches Po-
tenzial zum Gentransfer besitzt — sowohl in der biotechnologischen Forschung als auch in
der therapeutischen Anwendung. Darlber hinaus wurden die heraus ragenden Eigenschaf-
ten von TmHU zum Membrantransfer exemplarisch fir die Transduktion von Proteinen in
eukaryotische Zellen genutzt.

Auf der Grundlage der eigenen und anderer, zeitgleich am Institut durchgefihrter Unter-
suchungen wird abschlief3end ein Konzept fur den Einsatz von VP1 und TmHU zum Wirk-
stofftransfer prasentiert.
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1.2 Gentransfer in der Grundlagenforschung und Biotechnologie

Bel allen Perspektiven und Hoffnungen, die allgemein mit Gentherapie in Verbindung
gebracht werden, wird oft Ubersehen, dass Gentransfer auch zu nicht-therapeutischen
Zwecken eingesetzt wird — beispiel sweise in der Grundlagenforschung.

So wurden viele Zelllinien dadurch immortalisiert (also unbegrenzt teilungsféhig ge-
macht), dass sie transformiert wurden: Tumorviren wurden verwendet, um virale geneti-
sche Information in Form einer tumorigenen DNA in die Zielzelle einzubringen, die darauf-
hin einen tumorigenen Phanotyp annahm. Die ersten Experimente in dieser Richtung wur-
den von Renato Dulbecco durchgefiihrt (Friedmann 1999b). Man nannte diesen Prozess
folgerichtig Transfektion, denn es handelte sich um eine Transformation, die durch eine
kiunstliche Infektion hervor gerufen wurde.

Aber auch zur Funktionsuntersuchung von Proteinen wird der genetische Transfer in eu-
karyotische Zellen heran gezogen. Das Studium von Signaltransduktionswegen und damit
auch das der Krebsentstehung ist entscheidend mit der Expression und Interaktion be-
stimmter Proteine verbunden; diese gezielt in Zellen durch Einbringen einer kodierenden
Nukleinsduresequenz exprimieren zu konnen, ist Zweck vieler Transfektionsexperimente.

Auch in biotechnologischen Verfahren werden Transfektionen genutzt, um etwa thera-
peutisch wichtige Proteine in eukaryotischen Zellen zu produzieren. Diesist, trotz der Fort-
schritte in prokaryotischer Expression und Rickfaltung von Proteinen aus inclusion bodies,
immer noch nétig, da sich einige Proteine nur so nativ, in ausreichenden Mengen und mit
korrekten posttranslationalen Modifikationen herstellen lassen. Auch die Gentransfervehikel
der am weitesten verbreiteten Gruppe, der viraen Vektoren, werden in spezifisch konstru-
ierten Verpackungszelllinien produziert, nachdem die entsprechenden Struktur-, Hilfs- und
therapeutischen Gene in die Zellen transfiziert wurden.

1.3 Gentransfer als therapeutischer Ansatz

Wenngleich auch die vorstehend aufgeftihrten Anwendungsbeispiele fir Gentransfer aus
der Biotechnologie oder Grundlagenforschung nicht mehr wegzudenken sind, wird dem
Feld der Gentherapie, also dem Einsatz von Gentransfer zu therapeutischem Zweck, doch
weit mehr Aufmerksamkeit gewidmet. Und das nicht zu Unrecht: Gentherapeutische Ansét-
ze koénnen revolutiondre Verbesserungen im Kampf gegen verschiedenste Krankheiten bie-
ten.

Grund fur dieses Potenzia ist auch die unzureichende Wirksamkeit vieler traditioneller
Behandlungsmethoden. Gerade bei den so genannten monokausalen Defekten, also Krank-
heiten, die sich auf einen einzigen genetischen Defekt zurtickfiihren lassen, versagen oftmals
traditionelle Heilmethoden. Von 65 wohlverstandenen Erkrankungen lassen sich beispiels-
weise nur 12 % vollsténdig traditionell therapieren - ein Wert, der mindestens 10 Jahre kon-
stant geblieben ist (Treacy 1995; Hayes 1985). Dagegen stellen gerade die monokausalen
genetischen Defekte eine Gruppe von Krankheiten dar, die mit der Gentherapie al's beson-
ders vielversprechend therapierbar gelten.
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Tatsachlich waren diese monokausalen Defekte - auch inborn errors of metabolism, a'so
angeborene Stoffwechselfehler, genannt (Garrod 1908) - wegen ihrer Offensichtlichkeit und
vermeintlich leichten Therapierbarkeit das erste Gedankenmodell fir gentherapeutische An-
sitze. Bel diesen Stoffwechselerkrankungen kommt es bei Homozygotie aufgrund eines
Mangels (oder Uberproduktion) des Genprodukts zu einer Stoffwechselstérung; da hetero-
zygote Ubertrager jedoch oft beschwerdefrei leben oder die Beschwerden zumindest nur
abgeschwacht vorliegen, lag eine Therapie durch gezielte Einbringung des Genes nahe
(Friedmann 1999a). Zu Vertretern dieser Krankheiten gehoren beispielsweise die zystische
Fibrose, das Lesch-Nyhan-Syndrom, Familigre Hypercholesterolamie, Adenosindeamina-
sedefizienz und Duchennes Muskul&re Dystrophie. Entgegen den viel versprechenden vor-
klinischen Tests erzielten klinische Studien bislang jedoch nur begrenzte Erfolge. Dies, aber
auch die Tatsache, dass die aufgefihrten Krankheiten nur sparlich verbreitet sind und daher
auch nur ein eingeschranktes kommerzielles Potenzial haben, sind Grinde dafir, dass die
Entwicklung auf diesem Gebiet eher stagniert.

Dagegen scheint es wahrscheinlich, dass schwere Krebstherapien zu den ersten signifi-
kanten Erfolgen der Gentherapie zéhlen werden. Dies hat mehrere Griinde: Zum einen sind
die Krankheiten durch traditionelle Methoden oft nur schlecht therapierbar. Sie sind weit
verbreitet und zdhlen zu den haufigsten Todesursachen unserer Zeit. Und schliefdlich beru-
hen sie auf einer Stérung genetischer Regulation auf somatischer Ebene: Ein begrenztes
Kontingent von Zellen weist einen genetischen Defekt auf; eine Korrektur des Defektes in-
nerhalb dieser Zellgruppe oder die gezielte Eliminierung dieser Zellen scheint daher viel ver-
sprechend. Dabel werden vielféltige Strategien verfolgt; so gibt es beispielsweise Versuche,
die Krebszellen durch Expression von Selbstmordgenen (suicide genes) zu zerstOren
(Moolten 1994), Tumorsuppressorgene zu verwenden (Cristiano 1998) oder die Ausbildung
von Blutgefal3en in den Tumor zu verhindern (Albini 1999).

Zu den Krankheiten, die auch ohne zugrunde liegenden genetischen Defekt genthera-
peutisch behandelt werden kénnen, sind vor allem Infektionskrankheiten zu z&hlen. Durch
die so genannte DNA-Vakzinierung kann beispielsweise die genetische Information von
immunogenen Virusbestandteilen in geeignete Zielzellen (z.B. Muskelzellen) eingebracht
und exprimiert werden (Tang 1992, Ulmer 1993). Durch die einmalige Prasentation dieser
Epitope wird das Immunsystem auf den Erreger trainiert und die Immunabwehr kann &-
fektiver erfolgen. Im Gegensatz zur Verwendung von abgeschwéchten Viren bei der tradi-
tionellen Impfung birgt dieser Ansatz geringere gesundheitliche Risiken. Desweiteren sind
auch Félle denkbar, in denen eine von Viren befallene Zelle durch die Expression von Ge-
nen behandelt wird, deren Produkt in bestimmte virale Prozesse eingreift; in diesem Zu-
sammenhang werden beispielsweise intrazelluldre Antikérper und Ribozyme erprobt
(Friedmann 1999a).

Ein wirtschaftlich zunehmend an Bedeutung gewinnendes Gebiet ist das tissue engi-
neering, also das gesteuerte Gewebewachstum und —design. Die klassischen Methoden der
Wachstumssteuerung sind unzureichend; traditionell sind dies hauptséchlich Reimplantati-
on von ex vivo kultivierten Zellen und Verabreichung von Gewebewachstum steuernden
Proteinen. Dem gegenlber steht ein enormes Marktpotenzial, das alleine in den USA jahr-
lich hunderte von Milliarden Dollar betragt (Shea 1999). Die Verwendung von Plasmiden,
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die fur Wachstumsfaktoren kodieren, stellt hier einen neuen Impuls dar, der zunehmend zu
Erfolgen auch in vivo fuhrt (Shea 1999, Bonadio 1999).

Die vorangehend beschriebenen Ansdize stellen jeweils Beispiele der somatischen
Gentherapie dar: eine ausgewahlte Population differenzierter Zellen (Tumorzellen, Gewebe,
bestimmte Organe) wird einem Gentransfer unterworfen, um einen biologischen Effekt zu
erzielen. Daneben gibt es auch - zumindest in Denkansdtzen — das Konzept der Keim-
bahntherapie, die gezielt dauerhafte Eingriffe in den humanen Genpool darstellt. Bel der
Keimbahntherapie wird das Genom der Keimzellen verandert, um beispielsweise eine Erb-
krankheit auszuschalten. Die zu erwartenden Vorteile sind beachtlich: viele Erbkrankheiten
(beispielsweise das Lesch-Nyhan-Syndrom) haben schon beim Saugling irreversible Sché
den zur Folge und wéren fir eine somatische Therapie nur wenig geeignet. Desweiteren
wuirde bel somatischer Behandlung das Problem in der ndchsten Generation erneut auftre-
ten; eine therapeutische Behandlung in jeder neuen Generation wére erforderlich. Dies sind
schwer wiegende Argumente fir eine Keimbahntherapie. Allerdings muss bei dem mo-
mentan nur begrenzten Kenntnisstand noch davon abgeraten werden, diese Technik einzu-
setzen: zu gravierend kdnnten die Folgen sein, gerade weil auch eine dauernde Veranderung
des menschlichen Genpools und damit der menschlichen Evolution an sich vorgenommen
wird. Erste sachliche Diskussionen auf diesem Gebiet sind allerdings schon vorhanden, und
es kann letztendlich nur eine Frage der Zeit sein, bis Keimbahntherapie auch klinisch &-
probt wird. Eine gesetzliche Regelung, die dies gestattet, steht allerdings zurzeit noch aus.
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1.4 Barrieren des Gentransfers

Bel dem Transfer von genetischem Material in eukaryotische Zellen miissen bestimmte
Barrieren Uberwunden werden (Abb. 1-1). Findet der Gentransfer im lebenden Organismus
statt, muss zundchst die Strecke vom Applikationsort bis zum Wirkungsort tUberwunden
werden. Eine Inaktivierung durch das Immunsystem kann hier eine bedeutende Hirde dar-
stellen. Die erste Barriere, die sich dem negativ geladenen DNA-Molekll seitens der Ziel-
zelle entgegen stellt, ist die ebenfalls negativ geladene Zellmembran (die vorliegende Arbeit
befasst sich nicht mit dem Transfer von DNA in pflanzliche Zellen; daher wird nicht auf die
Zellwand als Barriere eingegangen). Viele nichtvirale Methoden beruhen auf der Verwen-
dung von Kationen, die die negative L adung des Phosphatriickgrats neutralisieren und einen
Membrantransfer ermoglichen.

Oftmalswird (wie beispielsweise bei Viren) die DNA von der Zelle in Form von Vesikeln
aufgenommen (Endo- oder Pinozytose). Dann besteht die nachste Hirde aus dem Ent-
kommen der DNA aus dem aufgenommenen Vesikel, bevor der Transfer zum Lysosom mit
seinen aggressiv-zerstorerischen Bestandteilen erfolgt. Nach dem Ubergang ins Zytoplasma
muss die DNA noch in den Zellkern gelangen, um transkribiert zu werden. Der Ubergang in
den Zellkern ist daher eine weitere Hirde, die nicht immer leicht zu Gberwinden ist: Oftmals
koénnen nur aktiv teilende Zellen transfiziert werden, dain diesen die Zellmembran teilweise
aufgel0st ist. Einige Transfersysteme, besonders virale, verfiigen allerdings Uber besondere
Methoden der Zielsteuerung und Uberwindung der Kernmembran. Im Kern angekommen,
kann die transferierte DNA entweder als Episom verbleiben, womit meistens nur eine zeit-
lich begrenzte Verweildauer (so genannte transiente Genexpression) verbunden ist, oder
aber in das zelluldre Genom integrieren und begrenzt lange exprimiert werden (stabile
Genexpression). Die letzte Barriere stellt wiederum das Immunsystem dar: Wenn das von
der Zelle produzierte Protein as fremd erkannt wird, kann die produzierende Zelle von der
eigenen Immunabwehr vernichtet werden.

Uber dreiRRig Jahre der Forschung und Entwicklung haben eine ganze Vielfalt verschie-
dener Techniken und Methoden des genetischen Transfers hervorgebracht. Dabel finden
viele sowohl in der Grundlagenforschung und Biotechnologie (also fur den Gentransfer in
Zellkultur) as auch gleichzeitig in Therapieansétzen Verwendung. Je nach Ort des Trans-
fektionsereignisses spricht man von einem Gentransfer in vitro, wenn er ausschliefdich in
Zellkultur durchgefuhrt wird (also meistens zu Forschungszwecken), in vivo, wenn er aus-
schlieffdlich im lebenden Organismus durchgefihrt wird (dies zumeist in Studien zur Thera-
pie) und ex vivo, wenn Zellen aus einem Organismus entnommen, einem Gentransfer au-
[3erhalb des Organismus unterworfen und dann reimplantiert werden; dies ebenfalls zumeist
flr therapeutische Studien. Die Effizienz des Gentransfers und die zugrunde liegenden zel-
[uldren Mechanismen unterscheiden sich jedoch teilweise beachtlich je nach Applikations-
form; so wird beispielsweise nackte DNA mit guter Effizienz in vivo transfiziert, aber nur
sehr schlecht in vitro (Dowty 1994).
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Abb. 1-1. Barieren des Gentrandersin ed(aycxlsdm Zdlen (aus Friedmann, T. (Hrsg.) The Devdopment of Human Gene Thergpy). Die Abbildung
illugtriert Hindernisse und Strategien zu deren Uberwindung am Beispid von rezeptorvermiittdtem Trandfer, aber die Probleme lassen Sch auch auf die
anderen Techniken Ubertragen.

Die einzelnen Techniken zum Gentransfer werden klassischerweise in virale und nichtvi-
rale Techniken unterteilt (Friedmann 1972); dabei beinhaltet das nichtvirale Gebiet sehr un-
terschiedliche Techniken wie physikalische Methoden, Transfer nackter DNA, die Verwen-
dung virusanaloger Systeme und die Verwendung von Kationen mit und ohne Lipidbe-
standteil. Die folgenden Kapitel dienen zur Einfihrung in die Thematik, liefern einen kurzen
Uberblick und fassen den aktuellen Stand der Technik zusammen.
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1.5 Virale Methoden des Gentransfers

Die viralen Vektoren sind die bisher am weitesten entwickelte Gruppe von Vektoren; sie
wurden schon in vielen klinischen Studien eingesetzt. Um ihre Vermehrungsfahigkeit ganz
oder teillweise einzuschranken, werden meistens essenzielle Teile ihres Genoms deletiert;
diese Funktionen werden dann in trans von Verpackungszelllinien oder Helferviren Gber-
nommen. Die so gewonnenen Viren werden als , replikationsdefiziente Viren bezeichnet.

Die Eigenschaften der Viren als evolutiv optimierte, natirliche Genfahren trégt dazu bel,
dass die Effizienz die der nichtviralen Methoden meist Ubersteigt. Allerdings bestehen noch
Probleme, wie beispielsweise die Etablierung einer stringenten Reinigung (Summerford
1999), ein Restrisiko der Kontamination mit replikationskompetenten Viren (aufgrund von
Rekombination mit den in trans vorhandenen Gensequenzen der Verpackungszelllinie oder
aufgrund von ungentigender Abtrennung von Helferviren), die Immunantwort auf Viren
(insbesondere bei wiederholter Applikation) und hohe Kosten bel der aufwandigen Produk-
tion aus eukaryotischen Zellkulturen. Die wichtigsten viralen Vektoren werden im Folgen-
den nach ihrer phylogenetischen Zugehorigkeit aufgefihrt.

151 Retrovirale Systeme

Retroviren gehdren zu den membranumhiillten Viren (Abb. 1-2); das aus Proteinen be-
stehende Nukleokapsid wird von einer vom Wirt gebildeten Membran umgeben. Im Innern
des Nukleokapsids befinden sich zwel einzelstrangige RNA-Molekile sowie funktionelle
Proteine wie die Integrase und Reverse Transkriptase. Nach Bindung des viralen env-
Proteins (envelope = Hullprotein) an Oberflachenrezeptoren der Zielzelle wird das Virusins
Zellplasma aufgenommen, die RNA wird revers transkribiert und die resultierende DNA
wird in das zelluldre Genom integriert.

Der am weitesten in der Gentherapie eingesetzte retrovirale Vektor basiert auf dem Mo-
loney murine leukemia virus (MoO-MLV), einem transformierenden Laborstamm eines
Maéauseretrovirus. Vorteile desMo-MLV bestehen vor alem darin, dass der Rezeptor fir env
in allen Saugerzellen exprimiert wird, die Infektion nicht pathogen ist, die Integration hoch-
spezifisch erfolgt, bis zu 8 kb Fremd-DNA eingefigt werden kann und das LTR (long ter-
minal repeat) der viralen RNA ein effektiver Enhancer und Promoter ist.

Erste Vorversuche zur Konstruktion retroviraler Gentherapeutika wurden mit einem Hy-
bridvirus durchgefiihrt; dabei wurde zunéchst ein Teil der proviralen DNA des Harvey mu-
rine sarcoma virus mit seiner LTR und dem transformierenden src-Onkogen mit dem
Thymidinkinase-Gen des Herpes Simplex Virus verknupft und in NIH 3T3-Zellen (Mé&use-
fibroblasten) transfiziert; transformierte Zellen wurden isoliert und mit Mo-MLV superinfi-
ziert. Aus dem Uberstand konnte rekombinantes Virus gewonnen werden, das transformie-
rende Eigenschaften besa und auch die Thymidinkinase tibertrug (Wei 1981). Ahnliche
Versuche folgten in anderen Arbeitsgruppen (Shimotohno 1981, Tabin 1982). Auch wenn
die damaligen Versuche noch von der weitlaufigen Kontamination mit Helferviren tber-
schattet waren, demonstrierten sie doch die generelle Machbarkeit des Ansatzes.



8 Einleitung

RHA genome (diploid)

Lipid envelope
Surface glycopro®in §U

IN Integrase Transmembrane TM
Protease PR
RT Reverse manscriptase Mataix MA
Capsid CA

Mucleocapsid NC

Abb. 1-2. Schematisthe Dargdlung eines Retrovirus mit Kennzechnung einzener Komponenten. Diese Abbildung und andere (mit Ausnahme von
Polyoma) wurden dem im Internet verdffentlichten Big Picture Book of Viruses entnommen (www.virology.net/Big Virdogy). Dasim Text ewéhnte
env-Protein besteht aus den beiden Untereinheiten SU und TM.

Um diese Kontamination zu umgehen, wurden bald Versuche mit Verpackungszelllinien
durchgefiihrt. Dies ist moglich, da erstens wie schon bei den Versuchen mit Helferviren be-
stimmte Sequenzen in trans zur Verfliigung gestellt werden konnen und zweitens generell
bevorzugt RNA verpackt wird, die das Verpackungssignal y , eine ca. 300 bp lange Sequenz,
tragt. NIH 3T3-Zellen wurden nun mit y -defektem viralem Genom aus Mo-MLV stabil
transfiziert und transient mit einem Konstrukt transfiziert, das das Xanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase-Gen unter Kontrolle des LTR-Promoters enthielt. Isoliertes Vi-
rus aus dieser Verpackungszelllinie war funktionell beztglich des heterologen Gens bei
fehlender Aktivitét von Wildtyp-Genprodukten (Mann 1983).

Das retrovirale System wurde nun in verschiedenen Schritten weiterentwickelt; so wur-
den hybride Viren erzeugt, um die Wirtsbeschréankung des Mo-MLV auf Mausezellen zu
umgehen (Cone 1984). Um die Gefahr der Kontamination weiter zu reduzieren, wurden
Teile des Helfervirusgenoms (so die komplette 3'LTR-Sequenz und der Anfang der 5'LTR-
Sequenz) deletiert (Miller 1986) bzw. das Helfergenom auf zwei verschiedene Plasmide auf-
geteilt, um die Gefahr der homologen Rekombination weiter zu reduzieren (Markowitz
1988, Danos 1988); die so konstruierten Zelllinien produzierten Viren mit eéinem Titer von
10° bis 10’/ml. Das System in seiner Grundform wurde vollendet durch den Ubergang von
den murinen NIH 3T3-Zellen zu den humanen HT1080- und 293-V erpackungszellinien, die
einen hoheren Titer und eine héhere Stabilitét in humanem Serum aufwiesen (Cosset 1995,
Rigg 1996).

Um eine gezielte Steuerung auf bestimmte Zellen zu bewirken, wurde das env-Protein
modifiziert, z.B. durch Insertion eines Arginin-Glycin-Aspartat (RGD)-Motivs, das eine
spezifische Aufnahme Uber Integrinrezeptoren ermdglicht (ValsesiaWittmann 1994). In
einem anderen Versuch wurde ein MLV-HIV-Hybridvektor konstruiert, der effizient in He-
La-Zellen aufgenommen wurde, die den CD4-Rezeptor trugen (Mammano 1997). Mit die-
sem Vektor konnte es moglich sein, gezielt T-Zellen anzusteuern.
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Bisherige klinische Versuche mit Retroviren als Vektorsystem sind jedoch trotz der vor-
stehend beschriebenen Weiterentwicklungen weitgehend erfolglos geblieben. Dies hat meh-
rere Griinde: Zum einen sind die retroviralen Titer im Durchschnitt mit 10%ml meist noch zu
niedrig, um direkt in vivo eingesetzt zu werden; es mussen daher relativ viele Studien kost-
spielig ex vivo durchgefiihrt werden. Ein weiterer Nachtell ist die Unfahigkeit des Virus,
nicht proliferierende Zellen zu transfizieren; der Nukleokapsidkomplex, der ins Zytosol frei-
gesetzt wird, ist zu grof3, um eine intakte Kernmembran zu passieren (Roe 1993, Lewis
1994).

152 Lentivirale Systeme

Lentiviren stellen eigentlich eine Untergruppe der komplexen Retroviren dar. Sie unter-
scheiden sich allerdings von ihnen dahin gehend, dass sie sich auf den Befal von Makro-
phagen und Lymphozyten spezialisiert haben. Diese Zellen sind zumeist terminal differen-
ziert und teilen sich nicht; Lentiviren besitzen also die Fahigkeit, ihr Genom in nicht prolife-
rierende Zellen zu integrieren. Diese beruht wahrscheinlich auf einem aktiven Transport des
Préintegrationskomplexes in den Kern, gesteuert durch Kernlokalisationssequenzen, die de-
nen des zelluldren Transports dhneln (Bukrinsky 1993).

Aufgrund dieser Eigenschaften wurden lentivirale Vektoren auf der Basis von HIV-1
entwickelt. Nach Vorversuchen, die die generelle Verwendbarkeit fur nicht proliferierende
Zellen demonstrierte (Naldini 1996), wurden vor allem Studien durchgefihrt, die die Sicher-
heit des Systems erhhten und die Funktion in vivo demonstrierten (Zufferey 1997). Auch
wenn die bisherigen Ergebnisse sehr viel versprechend aussehen, wird es sicherlich noch
einige Zeit dauern, bis HIV-basierte V ektoren an Menschen in klinischen Versuchen getestet
werden; zu grof3ist derzeit noch das Restrisiko replikationskompetenter Rekombinanten.

1.5.3 Adenovirale Systeme

Die zweite grof3e Gruppe der viralen Genvektoren stellen die adenoviralen Systeme dar.
Im Gegensatz zu den Retroviren handelt es sich bei den Adenoviren um nicht von einer
Membran umhullte Viren (Abb. 1-3). Humane Adenoviren werden nach ihren Serotypen
unterteilt, wobei die haufigsten in gentherapeutischen Studien verwendeten Viren sich von
den Serotypen Ad2 und Ad5 ableiten. Die Proteinhille ist ein Ikosaeder mit einem Durch-
messer von 140 nm. Die 12 Knotenpunkte des |kosaeders werden vom penton base - Pro-
tein gebildet, aus dem jeweils ein Fortsatz, das Fiber-Protein, hervorgeht. Im Kapsid befin-
det sich eine doppelstréngige, lineare DNA mit einer Lange von 30-40 kb, die an beiden En-
den von den ITR-Sequenzen (inverted terminal repeats) flankiert wird. In der Nahe eines
Terminus befindet sich auf3erdem noch die Verpackungssequenz. Die Gene auf der viralen
DNA werden nach ihrem Transkriptionszeitpunkt in friihe und spdte Gene unterteilt. Friihe
Genprodukte sind in der Mehrzahl Transkriptionsregul atoren; die spaten Gene kodieren fir
die Strukturproteine. Pro Zelle werden ca. 1000 Viren produziert und freigesetzt.
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Abb. 1-3. Dargdlung enes Adenovirus. Man erkennt die streng ikosaedrische Anordnung der Kgpsidproteine sowie die Fiber-Proteine Das Virus i,
anders s beispidsveise @n Retrovirus nicht von ener Membran umgeben (aus www.virology.net/Big_Virology).

Adenoviren besitzen einige Vorzige, die sie gegenltiber den Retroviren attraktiv ersche-
nen lassen. So ist das Genom leicht manipulierbar und das Virus l8sst sich in hoher Kon-
zentration produzieren: Titer bis zu 10™/ml werden erreicht, da die membranlosen Partikel
wesentlich stabiler sind (Hitt 1999). Adenoviren kénnen auf3erdem sowohl ruhende als auch
proliferierende Zellen transformieren. Diese positiven Eigenschaften fihrten dazu, dass
Adenoviren schon relativ frih zum Studium zellbiologischer Prozesse eingesetzt wurden,
aber auch vermehrt im Rahmen gentherapeutischer Ansédtze (Bramson 1995, Hitt 1997).
Nachteile des Systems flr gentherapeutische Zwecke sind allerdings eine fehlende Integrati-
on der viralen DNA in das zelluldre Genom und damit nur eine transiente Expression sowie
die Immunogenitét der Viren, die insbesondere nachfolgende Applikationen oft unmdglich
macht. Ein schwerer Riickschlag fir die Gentherapie ist der erste eindeutig an den Folgen
einer Gentherapie verstorbene Proband: Er erhielt eine besonders hohe Dosis eines Adeno-
virus der zweiten Generation. Offensichtlich fiihrte eine Uberreaktion seines eigenen Im-
munsystems zum Tod (Lehrmann 1999).

Die ersten, einfachen Vektoren, die sich von Adenoviren ableiteten, besal3en Deletionen
in den frihen E1- und E3-Genen. Die E1-Deletion verhindert eine eigenstéandige Replikation
des Virus und eine Lyse der Zellen; sie kann durch die 293-Zélllinie komplementiert werden
(Graham 1977). Die E3-Genprodukte spielen eine Rolle bel der Immunevasion des Virus
und haben in Zellkultur keine Bedeutung; ihre Deletion schafft vor allem Platz fur heterolo-
ge Sequenzen, da nur ein Genom von bis zu 5 % UbergroRe verpackt werden kann (Bett
1994). Mit diesem einfachen System konnen viele Saugerzellen einfach transfiziert werden;
alerdingsist eine in vivo-Anwendung wegen der starken Immunreaktion hauptséchlich auf
Vakzinierungen beschrankt (Yang 1994). Ein weiteres Problem, besonders bei der Produkti-
on in grof3em Malstab, ist die relativ hohe Wahrscheinlichkeit, dass sich durch Rekombina-
tion des viralen Genoms mit der DNA der transformierten 293-V erpackungszellline replika-
tionskompetente Viren bilden (Louis 1997).
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Diese Systeme wurden weiter entwickelt und auch Versuche unternommen, eine gezielte
Steuerung der Adenoviren auf bestimmte Zellen zu verwirklichen. Im Wildtypvirus erfolgt
die Bindung an und Aufnahme in die Zelle tber die Wechselwirkung der viralen penton ba-
se- und Fiberproteine mit zelluldren Rezeptoren (Bergelson 1997, Wickham 1993). Durch
die Verwendung von an Adenoviren bindende Antikorper, die mit Folat oder EGF konju-
giert wurden, gelang eine kontrollierte Aufnahme in Zellen, die den Folat- bzw. den EGF-
Rezeptor Uberexprimieren (Weitman 1992, Watkins 1997).

Da sich Retroviren und Adenoviren in vielen ihrer Vor- und Nachteile erganzen, wurde
ein eleganter chimérer Ansatz konzipiert (Feng 1997). In diesem werden zwel verschiedene
Adenoviren mit der genetischen Information zur Produktion von Retroviren in vivo appli-
Ziert; bei Kotransfektion derselben Zelle produziert diese replikationsdefiziente Retroviren,
dieihrerseits in die Umgebung entlassen werden und benachbarte Zellen transfizieren. Die-
ses System nutzt die hohen Titer, die mit Adenoviren erreichbar sind ebenso wie ihre Stabi-
litdt gegeniiber dem Komplementsystem, um in situ Retroviren zu produzieren, die dann
das eigentliche Transgen stabil in das Genom der Nachbarzellen integrieren. In ersten in vi-
vo-Versuchen mit diesem System zeigten sich viel versprechende Erfolge, aber die weitere
Entwicklung bleibt abzuwarten.

154 AAV-Systeme

Die Adeno-Assoziierten Viren (AAV) gehdren zur Gruppe der sehr kleinen Parvoviren
(Abb. 1-4). Sie sind fr ihre Replikation auf die Anwesenheit eines Adenovirus as Helfervi-
rus angewiesen, da sie selbst nur tber ein sehr begrenztes Genom verfiigen (5 kb), dasim
Kapsid as Einzelstrang-DNA vorliegt. Es enthdlt das Strukturgen cap sowie das regulatori-
sche Gen rep. Flankiert wird das Genom von den terminal repeats (TR), die auch das Ver-
packungssignal darstellen. Wenn eine von AAV infizierte Zelle nicht auch mit Adenoviren
superinfiziert wird, geht das Virusin eine Latenzphase Uber, gesteuert vom Protein rep. Das
virale Genom liegt dabei unter Umsténden sehr lange als Episom oder in das Wirtsgenom
integriert vor; wenn dann ein Adenovirus die Zelle beféllt, werden auch AAV produziert
(pro Zelle 1000-5000 Partike).
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Abb. 1-4. Hektronenmikroskopische Aufnehme von Parvoviren (10-20 nm) um en Adenovirus heum (Mitte links 5060 nm) (aus
www.virology.net/Big_Virology).

Die Fahigkeit der AAV, flr sehr lange Zeit in die Latenzphase Uberzugehen, macht sie
fur gentherapeutische Versuche interessant. Aul3erdem konnen viele Zelltypen effizient
transduziert werden und sie sind nicht pathogen (Samulski 1999).

Sehr einfache AAV kdnnen durch Deletion der Gene rep und cap konstruiert werden;
96 % (insgesamt bis zu 5 kb) des Genoms werden so entfernt und an ihrer Stelle das Trans-
gen einkloniert. AAV konnen dann durch Kotransfektion dieses Konstrukts mit einem
Plasmid, das die Gene rep und cap in trans zur Verfigung stellt, und nachfolgender Infek-
tion mit Adenoviren hergestellt werden (Muzyczka 1992). Obwohl es anfanglich (wegen der
parallelen Transfektionen und Infektionen) ineffizient war, produziert das optimierte System
Viren mit einem Titer von bis zu 10"%ml.

Das grofite Problem der AAV-Produktion liegt in der Kontamination durch die Helfer-
Adenoviren, zu deren Entfernung mehrere Methoden angewandt werden, darunter CsCl,-
Gradienten, Chromatographie oder Hitzeinaktivierung des Adenovirus fur 30 min bei 56 °C
(Snyder 1996). Auch Miniplasmide wurden entworfen, die nichtinfektiose Adenovirus-
DNA enthalten und die notwendigen Gene in trans zur Verfigung stellen (Ferrari 1997,
Xiao 1998). Diese Konstrukte eliminieren nicht nur die Wahrscheinlichkeit der adenoviraen
Kontamination, sondern ermoglichen auch die Produktion von AAV in hoheren Titern als
mit der konventionellen Methode.

Die bisher erzielten Erfolge sind sehr viel versprechend - insbesondere, was die Langzei-
texpression in verschiedenen Geweben betrifft. AAV wurde beispielsweise zur Transfektion
des Zentralnervensystems eingesetzt (Klein 1998). Intramuskuldre Injektionen zeigten teil-
weise eine bis zu 19 Monate anhaltende Expression des Transgens lacZ (Xiao 1996, Kessler
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1996). Therapeutisch bedeutende Versuche wurden mit Faktor 1X (Herzog 1997) und be-
sonders auch an unter Diabetes Mellitus leidenden Mé&usen mit Leptin (Murphy 1997)
durchgefihrt. In klinischen Studien der Phasel wurde das Gen fur den cystic fibrosis
transmembrane receptor (CFTR) in Lungenepithelzellen transfiziert (Flotte 1996).

155 Anderevirale Gentransfersysteme

Neben den hier aufgefihrten wichtigsten viralen Gentransfersystemen, die teilweise auch
schon in klinischen Studien eingesetzt werden, gibt es noch eine Reihe weiterer Viren, deren
V erwendung in gentherapeutischen Ansétzen gepriift wird.

Das am weitesten entwickelte System ist das Herpesvirus. Herpesviren (Abb. 1-5) geho-
ren zu den grofdten existierenden Viren; ihr DNA-Genom umfasst 152 kb und kénnte zum
Transfer kompletter Gengruppen ausgenutzt werden. Herpesviren konnen in zwei Zustén-
den vorliegen. Im lytischen Stadium werden neue Viren produziert; die Zelle wird dabei ly-
siert. In Neuronen dagegen geht das Virus in einen latenten Zustand Uber; in diesem persi-
stiert es fir das gesamte L eben des Wirts, ohne in dessen Genom zu integrieren oder ihm zu
schaden. Unter bestimmten Bedingungen (Stress, UV-Bestrahlung, Fieber, Dexamethason)
kann das Virus reaktiviert werden und wieder in den lytischen Zustand tibergehen.

Abb. 1-5. Dargdlung eine Herpesvirus (aus www.virology.net/Big_Virology).

Herpesviren haben einige Eigenschaften, die fir eine gentherapeutische Verwendung
gunstig sein kdnnen (Laquerre 1999). Ungeféhr die Hélfte des grofRen Genoms kann durch
Transgene ersetzt werden; dabel werden die lytischen Gene entfernt, das Virus wird somit
replikationsdefizient und kann aus seinem latenten Zustand nicht mehr ausbrechen. Eine
lebenslange Expression in Nervenzellen ohne die méglicherweise nicht ungefahrliche Inte-
gration in das Wirtsgenom ist ebenfalls vorteilhaft. Wenn eine |ebenslange Expression nicht
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erwinscht ist, kann das Virus ein ziemlich breites Spektrum von Wirtszellen befallen, ohne
dass sich diese im Zustand der Zellteilung befinden miissen.

Um die Zytotoxizitdt von Herpesviren herabzusetzen, kdnnen mehrere Gene fir die lyti-
sche Kaskade entfernt werden (Johnson 1992, Johnson 1994, Marconi 1996). Dies ist kom-
pliziert, da auch einige der lytischen Gene offensichtlich die Expression des Transgens be-
gunstigen (Samaniego 1997). Aufgrund der Basis mehrfacher Deletionen im HSV-Genom
wurden Vektoren fir eine Tumortherapie entworfen, in die mehrere Transgene inseriert
werden konnen und diein in vitro-Modellen eine parallele transiente Expression Uber unge-
fahr eine Woche zeigten (Krisky 1997).

Einige weitere virale Systeme werden fur eine Verwendung als Impfstoff gepriift, be-
spielsweise die Alphaviren im Zusammenhang mit Influenza-Vakzinierungen (Davis 1996).
Dieses System war lange Zeit sehr kompliziert, da es auf einem RNA-Genom basierte und
eine in vitro-RNA-Synthese mit nachfolgender Transfektion nétig war. Mit der Herstellung
von Verpackungszelllinien oder speziellen DNA-Konstrukten (Herweijer 1995, Dubensky
1996) konnen jetzt leichter Manipulationen auf DNA-Ebene durchgefihrt und Titer bis zu
10°/ml erreicht werden. Die DNA-basierten Vektoren wurden ebenfalls schon erfolgreich in
Mausen eingesetzt, wo sie eine Immunantwort in vergleichsweise geringen Dosen hervorrie-
fen (Hariharan 1998).

Auch Avipoxviren werden in Vakzinierungsstudien erprobt; auf dem Gebiet der Veteri-
nérmedizin wurden schon sehr viele Erfahrungen mit ihnen gesammelt. Sie werden z.T. be-
reitsin vivo fur einige interessante Anwendungen getestet, so beispielsweise fir Immunthe-
rapien gegen Krebs (Wang 1995, Hodge 1997, Irvine 1997) sowie in Menschen und Maka-
ken fir HIV-Vakzinierungen (Ferrari 1997, Abimiku 1995, Pialoux 1995).
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1.6 Nichtvirale Gentransfermethoden

Trotz der sehr hohen Transfektionseffizienzen, die mit viralen Systemen erzielt werden,
gibt es auch einige Nachteile - die hohen Produktionskosten durch die aufwandige Zellkul-
turtechnik und die Sicherheitsrisiken (insbesondere die der Entstehung replikationskompe-
tenter Rekombinanten oder der Kontamination durch Helferviren) wurden bereits erwahnt.
Dies fihrte dazu, dass parallel zu den viralen Systemen auch verschiedene nichtvirale Ver-
fahren entwickelt wurden. Im nicht-therapeutischen Gebiet des Gentransfers (also Gentrans-
fer zu Forschungszwecken) werden fast ausschliefdlich nichtvirale Transfektionsmethoden
verwendet. Beispiele sind die DEAE-dextran-Methode, die Calciumphosphatpréazipitation
und die Lipofektion. Aber auch fur den therapeutischen Bereich gewinnen die nichtviralen
Methoden an Bedeutung, von denen nachfolgend die wichtigsten aufgefihrt sind.

1.6.1 Lipofektion

Mit dem Beginn der achtziger Jahre wurden Gentransfersysteme entwickelt, die auf Lipi-
den basierten (Fraley 1980, Felgner 1987) und folglich Lipofektion genannt wurden. Insbe-
sondere das kationische Lipid DOTMA, das spontan mit Nukleinsauren zu Komplexen ag-
gregiert, diente als Ausgangspunkt fir die heute verwendeten Substanzen (Abb. 1-6). Der
Vorteil von kationischen Lipiden im Gentransfer hat verschiedene Griinde (Felgner 1989).
Erstens wird die DNA sehr effizient und quantitativ in die Komplexe, die so genannten Li-
poplexe, eingebunden, und zwar weitgehend unabhéngig von der Grof3e der eingesetzten
DNA. Zweitens sind die meisten biologisch relevanten Oberflachen negativ geladen; ein
positiver Ladungsiiberschuss der Lipid-DNA-Komplexe sollte also zu einer Anreicherung
auf der Oberflache fuhren. Und schliefdlich bestehen diese biologisch relevanten Oberflé
chen in den meisten Fallen ebenfalls aus Lipiden in der Form von Membranen; eine Fusion
der Lipid-DNA-Vesikel mit diesen Membranen fihrt dann oft zu einem sehr effizienten de-
livery ins Zytoplasma unter Umgehung des oft limitierenden lysosomalen Abbauweges.
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Abb. 1-6. Strukturen einiger ketionischer Lipide, dieim Gentrangfer in vitro und in vivo eingesetzt werden (aus Friedmann, T. (Hrsg.) The Deveop-
ment of Human Gene Therapy).

Trotz dieser positiven Eigenschaften gibt es auch im liposomalen Gentransfer Engpésse.
Beispielsweise hangt die Freisetzung aus den Endosomen stark von der Zusammensetzung
der Lipidformulierung ab (Behr 1994, Farhood 1995); auch die intrazellulére Zielsteuerung,
insbesondere der Transport in den Zellkern hinein, ist eine der Hirden im liposomalen Gen-
transfer, die durch neuartige Zusétze Uberwunden werden muss. Ein Beispiel dafir ist die
Verwendung von Kernlokalisationssequenzen (Subramanian 1999), die die Genexpression
bedeutend erhoht. Ein weiterer Nachteil von Lipiden ist die relativ hohe Toxizitét (siehe da-
zu auch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten vergleichenden Studien).

Dennoch sind schon erfolgreiche Studien in vivo durchgefiihrt worden. So konnte das
Insulingen durch intraventse Applikation von Lipoplexen erfolgreich in lebende Ratten
transferiert werden, deren Blutglukosespiegel daraufhin sank (Nicolau 1983). Andere Studi-
en beschreiben CAT-Expression nach intraperitonealer Injektion (Wang 1987) oder auch
intratrachealer Applikation (Brigham 1989). Erste klinische Studien konzentrieren sich auf
die Krebstherapie; das von der Firma Vical entwickelte Allovectin-7 beispielsweise ist ein
Lipoplex-basiertes System, in dem ein Gen fur HLA-B7 in Tumore injiziert wird. Wird die-
ses Antigen auf der Zelloberflache der Tumorzellen exponiert, werden diese vom Immunsy-
stem erkannt und zerstért. Klinische Studien der Phase Il werden mit Allovectin-7 in einer
Reihe von Krebsfallen durchgefuhrt (Nabel 1995). Studien der Phase | und Il mit dem Sy-
stem Leuvectin verwenden die Expression von Interleukin-2 (IL-2) mit &nlichen immun-
stimulatorischen Effekten (Galanis 1999).

1.6.2 Polyfektion

Analog zu den kationischen Lipiden wurden nichtlipidische (hydrophile) polykationische
Substanzen zum Gentransfer eingesetzt; man spricht in diesem Fall von Polyfektion und die
entstehenden Komplexe aus Polykation und DNA werden Polyplexe genannt. Eines der ein-
fachsten synthetischen Polykationen, die fir den Gentransfer verwendet wurden, ist Polyly-
sin (Wu 1987), das vor alem auch im rezeptorvermittelten Gentransfer als DNA-
Kondensationsmittel dient. Auf Peptid- bzw. Proteinbasis wurde eine ganze Reihe von
Gentransferreagenzien entworfen. Amphiphile kationische Peptide konnten synthetisiert
werden, die aufgrund ihrer helikalen Struktur eine erhthte Membrangangigkeit aufweisen
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(Niidome 1997). Aber auch natrlich vorkommende peptidische Polykationen wurden in
Gentransferstudien verwendet, beispielsweise eukaryotische Histone (Fritz 1996). Ein
Nachteil der Verwendung von Peptiden ist der relativ hohe Kostenfaktor der Synthese, der
eine breite, kostengiinstige Anwendung (gemal3 dem Potenzial dieser Methode, beispiels-
weise fur Vakzinierungen auf DNA-Basis) fur die ndhere Zukunft ausschliefdt. Dieser Ko-
stenfaktor ist auch bei der Isolierung eukaryotischer Histone aus tierischem Gewebe gege-
ben; zusatzlich kommt hier noch der Reinheitsfaktor zum Tragen, da es fur therapeutische
Applikationen essenziell ist, die Reagenzien in hochster Reinheit darzustellen (Schwartz
1999).

Beide Nachteile — die hohen Kosten und auch die schwer zu gewéhrleistende Reinheit —
koénnen wesentlich besser durch rekombinante Herstellung in Bakterien adressiert werden,
wobei allerdings die rekombinante Expression, Reinigung und in vitro-Rekonstitution gan-
zer eukaroytischer Histonkomplexe kaum realisierbar sein sollte.

Zu den effizientesten Systemen zur Polyfektion gehdren die Dendrimere und ihre Deri-
vate. Dabei handelt es sich um organisch-synthetische, baumartig (dendron = griechisch fir
Baum) verzweigte Polymere (Abb. 1-7), die besonders effizient DNA kondensieren und
transfizieren (Haender 1993, Tang 1996). Viele kommerziell in der Grundlagenforschung
angewandte Transfektionsreagenzien, beispielsweise Superfect (QIAGEN), verwenden Den-
drimere als eine Komponente. Dendrimere werden schon in ersten in vivo-Studien verwen-
det (Maruyama-Tabata 2000). Andere synthetische Polykationen wie das Polyethylenimin
(PEI) sind ebenfalls attraktive potenzielle Vektoren fir den Gentransfer (Boussif 1995).

Abb. 1-7. Moddlgrukturen von Dendrimeren, baumartig verzweigten polykationischen Polymeren. Die mittlere und rechte Struktur Snd Modelle von
durch Erhitzen abgebauten Dendrimeren (50 bzw. 75 % Verlust der Amidbindungen), die besonders effektiv DNA trandfizierten (aus Tang 1996).

Lipofektion und Polyfektion lassen sich haufig sehr gut kombinieren; das entstehende
Hybridverfahren wird dann als Lipopolyfektion bezeichnet (die terndren Aggregate heil3en
entsprechend Lipopolyplexe). Dabei konnen Synergien beider Systeme ausgenutzt werden,
bei spielsweise das effektive delivery ins Zytoplasma, das durch die Lipidhille gewahrleistet
wird, und die Kernsteuerung, die durch den Peptidbestandteil induziert werden kann
(Subramanian 1999).
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1.6.3 Rezeptorvermittelter Gentransfer

Eine bestimmte Gruppe von Gentransfermethoden beruht auf der Erkennung des V ehi-
kels durch einen zelluldren Rezeptor und eine folgende Internalisierung des Komplexes —
der sogenannte rezeptorvermittelte Gentransfer. Grundgedanke ist hierbei die Uberwindung
einer der Barrieren im Gentransfer (der Zellmembran) durch forcierte Aggregation und
Konzentration auf der Zelloberfléache. Gleichzeitig bietet diese Methode auch die Méglich-
keit eines zielgerichteten Gentransfers, wenn beispiel sweise auf Krebszellen Giberexprimierte
Rezeptoren angesteuert werden. Typischerweise bestehen die Systeme aus drei Bestandtei-
len: (i) der therapeutischen DNA, (ii) einer DNA bindenden Einheit und (iii) einem Rezep-
torliganden (Abb. 1-8).

Polykation

Ligand

Zielzelle

Abb. 1-8. Schematische Dargdlung von rezeptorvermittdtem Gentrandfer. Die einzubringende DNA wird Uber ein DNA-Bindungsmodul mit énem
Liganden gekoppdt. Dieser bindet an Oberfléchenrezeptoren auf der Zidzdle durch diesen Kontakt findet eine Interndiserung gatt. Weitere Kompo-
nenten kdnnen dem Ansatz zugefligt werden, beispid sweise filr einen effizienteren Audtritt aus Endosomen oder eine Zielsteuerung zum Zdlkem.

Die ersten einfachen Konjugate dieser Art verwendeten Polylysin als DNA-Bindungs-
und —Kondensationsmittel sowie Asialoorosomucoid, den Liganden des Asiaoglykopro-
teinrezeptors, als Zielsteuerungskomponente. Mit diesen Konjugaten gelang ein effektiver
Transfer in Leberzellen, die den Asialoglykoproteinrezeptor Uberexprimieren (Wu 1987, Wu
1988, Wu 1989). AulRerdem wurden Versuche mit Transferrin as Ligand vorgenommen,
um den ubiquitér exprimierten Transferrinrezeptor anzusteuern (Wagner 1990).
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Die anfénglichen Pionierexperimente wurden im Laufe der Jahre weiter ausgestaltet, und
es wurde eine Vielzahl von Liganden verwendet, beispielsweise Antikorper gegen verschie-
dene Oberflachenmarker (Trubetskoy 1992, Buschle 1995), RGD-haltige Peptide fir inte-
grinvermittelte Aufnahme (Hart 1995), aber auch Hormone wie den epidermalen Wachs-
tumsfaktor EGF (Kikuchi 1996) zur Zielsteuerung auf Krebszellen, die den EGF-Rezeptor
Uberexprimieren, z.B. die Hautkrebszelllinie A431 (Chen 1998a, Chen 1998b). Ebenso wur-
den die DNA-bindenden Module variiert, insbesondere durch Verwendung stark kationi-
scher Proteine (Wagner 1991, Fritz 1996, Tomita 1992).

Nach Bindung an die Zelloberflache und Aufnahme in Vesikel gibt es meist Probleme
beim Transfer in das Zytosol (siehe Kap. 2.1); deshalb werden in diesen Ansétzen auch oft
spezifische Module zur Endosomolyse eingesetzt. Eine vorrangige Stellung nehmen dabei
Adenoviruspartikel und —bestandteile ein, wobei mit letzteren nie die volle Aktivitét des Vi-
ruspartikels erreicht wurde (Curiel 1991, Fender 1997). Aber auch andere endosomolytische
Agenzien werden verwendet, z.T. auch in allgemeineren Bereichen des Gentransfers. Dar-
unter fallen Chloroquin (Cotten 1990) und Polyethylenimin (Boussif 1995), die unter sauren
Bedingungen eine Schwellung der Endosomen hervorrufen (proton sponge), sowie weitere
virae Proteine oder bakterielle Toxine (Wagner 1992, Fisher 1997).

1.6.4 Transfer nackter DNA

Die vorstehend genannten Systeme wurden alle speziell zum Transfer von DNA entwik-
kelt — tatséchlich findet dieser in vivo auch ohne weitere Hilfsmittel statt, ndmlich lediglich
durch die Injektion ,, nackter DNA in Gewebe. Diese Erkenntnis resultierte aus einer Zufall-
sentdeckung — die Injektion nackter mMRNA war das Kontrollexperiment fir eine Studie des
Gentransfers mit Lipiden und fuhrte zur Expression in Muskelgewebe (Wolff 1990). Dies
konnte ebenso fir die Injektion von DNA gezeigt werden.

Interessanterwei se findet dieser Gentransfer effizient bisher nur in Muskelgeweben und
nur in vivo statt. Die genauen Grinde daftr sind unbekannt; man nimmt jedoch an, dass
einige Eigenschaften des Muskelgewebes — die Umschlief3ung durch ein Epimysium einer-
seits und die Vielkernigkeit andererseits — zu der hohen Transfereffizienz beitragen. Eine
interessante Hypothese ist die Postulierung eines (noch nicht identifizierten) Rezeptors fir
die DNA-Aufnahme; dies wird gestiitzt durch Kompetitionsexperimente mit unspezifischer
DNA und Dextransulfat (Levy 1996) sowie durch Séttigungsexperimente (Wolff 1990,
Manthorpe 1993). Offensichtlich integriert die so transferierte DNA nicht in das Chromo-
som wie bel den meisten anderen Methoden, sondern liegt stabil al's episomaler Bestandteil
vor (Wolff 1992, Herweijer 1995b). Da die unkontrollierte Integration von DNA wegen der
nicht einschétzbaren Folgen fur die Zelle einen bedeutenden Unsicherheitsfaktor in der
Gentherapie darstellt, ist die stabile Expression o/ne Integration eine der Stérken des Trans-
fers von nackter DNA. Ein weiterer Vorteil besteht in der Einfachheit des Systems sowie im
Fehlen potenziell toxischer Komponenten (wie beispielsweise bei viralen Systemen oder
Lipiden). Ein Nachtell bel der Durchfihrung von Transferexperimenten mit nackter DNA
(aber wahrscheinlich auch mit DNA-Therapeutika allgemein) ist die Moglichkeit der Entste-
hung von Autoimmunerkrankungen wie der SLE (systemic lupus erythematosus) (Naka-
mura 1978, Tron 1977, Whiteside 1979). In bisher durchgefihrten Untersuchungen konnte
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alerdings eine derartige Antwort auf die Verabreichung nackter DNA nicht nachgewiesen
werden (Jiao 1992).

Es wurde gezeigt, dass die Bedingungen fir den Transfer nackter DNA nicht sehr strin-
gent sind, was Pufferbedingungen oder die Art der Injektion angeht, solange der Muskel
selbst so wenig Schaden nimmt wie méglich (z.B. durch den Verzicht auf EDTA, das den
Muskel durch Calciumentzug schadigen kénnte) (Wolff 1991). Die Darreichung in gelGster
Form ist ebenfalls nicht zwingend notwendig; gute Transfereffizienzen wurden in einigen
Muskelgeweben durch die Implantierung getrockneter DNA-Pellets erreicht (Jiao 1992,
Wolff 1991).

Fur den Transfer nackter DNA werden relativ hohe Mengen eingesetzt, typischerweise
10-50 pg pro Injektion (Wolff 1991). Ein Grund dafir ist mdglicherweise der schnelle Ab-
bau des grofdten Teils der DNA im Gewebe durch endogene Nukleasen (Wolff 1991,
Manthorpe 1993, Barry 1999). Eine Verhinderung dieses Abbaus wiirde eine erhebliche Ef-
fizienzsteigerung ermdglichen.

Obwohl Muskelgewebe nackte DNA bel weitem am effizientesten aufnimmt, sind &hnli-
che Experimente auch schon in anderen Geweben durchgefiihrt worden, beispielsweise in
der Haut (Hengge 1995, Hengge 1996), der Leber (Hickman 1994, Hickman 1995, Maone
1994) und Tumoren (Yang 1996). Allerdings konzentrieren sich die meisten Studien, die
Uber den Transfer blof3er Markergene fur Modellstudien hinaus gehen, auf Muskelgewebe.
So wurden Versuche zur Heilung der Duchenne muscular dystrophy (DMD) durchgefthrt
(Acsadi 1991), in denen das gesunde Gen in Muskelzellen exprimiert wurde. Andere Expe-
rimente nutzen die Fahigkeit des Muskelgewebes, als ,, Proteinfabriken* therapeutisch wich-
tige Hormone oder Enzyme herzustellen. Ein Beispiel dafir ist die Expression von Phe-
nylalaninhydroxylase in Mausmuskelzellen innerhalb eines Mausemodells fur Phenylketo-
nurie (Harding 1998). In diesem Experiment gelang es, den Phenylaanin-Spiegel bedeutend
zu senken. In einem anderen Versuch wurden menschlichen Patienten, die an einer Erkran-
kung der Arterien litten, 4 mg nackter DNA injiziert, die fur den vaskul&ren Endothd-
wachstumsfaktor VEGF kodierte. Im Serum dieser Patienten konnte daraufhin ein erhohter
VEGF-Spiegel nachgewiesen werden, der auch mit einer Verbesserung der Symptome ein-
herging (Baumgartner 1998).

1.6.5 Virusanaloge Systeme

Virusanaloge Systeme dhneln den viralen Systemen dahingehend, dass sie auf Viren
aufbauen, ohne jedoch intakte Viren zu verwenden — sie sind daher eher den nichtviralen
Systemen verwandt. Generell werden fir virusanaloge Systeme virale Proteinhillen, aber
nicht deren genetische Information verwendet. In der Regel werden die Proteine von Viren
dazu in rekombinanten Organismen (beispielsweise E. coli oder Sf9-Insektenzellen) expri-
miert und dann in vitro mit gereinigter Plasmid-DNA gemischt und kiinstlich assembliert.

Dieser Ansatz bietet gegenuber der rein viralen Gentransfermethode mehrere Vorteile.
Die vollstdndige Abwesenheit viraler DNA bietet die Sicherheit, dass tatséchlich keine selbst
replizierféhigen Viren die Praparation kontaminieren kénnen, was bei viralen Gentransfer-
methoden nie vollstandig ausgeschlossen werden kann. Desweiteren sollten die Produkti-
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onskapazitéten rekombinanter Prokaryoten wesentlich ginstiger sein as die arbeitsaufwan-
dige Isolierung von viralem Material aus der Sdugerzellkultur. Ebenfalls sollte eine stringente
Reinigung des Vektormaterials mdglich sein. Und schliefdlich ist der Aufbau eines modula-
ren Systems zum Gentransfer (mit einzelnen Komponenten, die jede fir sich bestimmte
Funktionen tragen (Bohm 1999)) mit einem in vitro assemblierten System wesentlich
leichter durchfihrbar als mit einem auf Expression in eukaryotischen Zellen beruhenden
Verfahren.

Inzwischen existieren einige auf in vitro rekonstituierte virusanaloge Hullen aufbauende
Gentransfersysteme. Neben dem auf murinem Polyoma-V P1-Protein basierenden, auf das
spéter im Detail eingegangen wird (Kap. 1.8.1), sind Protokolle zum Transfer mit rekonsti-
tuierten Hillen aus beispielsweise SV40 (Sandalon 1997) und JC-Viren (Goldmann 1999)
bekannt. Diese sind eng mit den Polyomaviren verwandt; aber es ist wahrscheinlich, dass —
mit zunehmender Zahl in vitro rekongtituierbarer Virushillen, wie beispielsweise Alphavi-
ren (Tellinghuisen 1999) — auch die Zahl anderer virusanaloger Systeme stark zunehmen
wird.

1.6.6 Anderenichtvirale Gentransfer systeme

Historisch gesehen war der erste Versuch, Polynukleotide ohne Zuhilfenahme intakter
Viren in Zellen einzubringen, ein nichtviraer Ansatz: die Transfektion gereinigter viraler
RNA, deren Effizienz durch Verwendung einer 1M NaCl-Ldsung erhoht werden konnte
(Alexander 1958, Holland 1959). Kurze Zeit spéter wurden erstmalig die heute noch ge-
brauchlichen Methoden des Transfers mit DEAE-dextran (Vaheri 1965) sowie Calcium-
phosphat (Graham 1973) etabliert. Schon bald wurde das Potenzial dieser Methoden er-
kannt und die gezielte Einbringung rekombinanter DNA in Saugerzellen begann (Mulligan
1979, Southern 1982). Die Calciumphosphatmethode ist auch heute noch eine vielfach ver-
wendete Technik zur stabilen Transfektion von Zellen, vorwiegend aufgrund ihrer Einfach-
heit und Unkompliziertheit. Der Aufnahmemechanismus von DNA-Calciumphosphat-
Koprézipitaten ist noch weitgehend ungeklart, aber wahrscheinlich handelt es sich um einen
endozytotischen Mechanismus, bei dem eine lokal hohe Cal ciumphosphatkonzentration zu
einer , Aufweichung” der Membranen und einer erhohten Bildung endozytotischer Vesikel
fuhrt (Zaka 1977, Loyter 1982).

Neben den hier aufgefiihrten chemischen und biologischen Methoden des Gentransfers
finden auch physikalische ihre Anwendung. Darunter sind vor allem die ballistischen Me-
thoden zu nennen (gene gun), bei der mikroskopisch kleine Partikel mit dem zu transferie-
renden Gen beschichtet und dann zum Beschuss von Zellen eingesetzt werden (Klein 1987,
Sanford 1988). Obwohl ballistische Methoden zunéachst fir den Transfer in Pflanzenzellen
entwickelt wurden, gelang auch der Transfer in tierische Zellen (Yang 1992, Cheng 1993).
Sogar die Elektroporation, bel der das Anlegen eines starken elektrischen Feldes zur Bildung
von Poren in der Zellmembran fhrt (Chernomordik 1989), konnte erfolgreich zur Transfek-
tion tierischer Zellen in vivo verwendet werden (Titomirov 1991).



22 Einleitung

1.7 Proteintherapie und Proteintransduktion

Proteine sind die Funktionstrager in lebenden Systemen, und die meisten Krankheiten
sind mit Proteinen und ihrer Unter-, Uber- oder Fehlfunktion verbunden. Proteine stellen
auch deshalb einen potenziellen Wirkstoff dar und werden vielfaltig in Therapien eingesetzt.

So werden mittlerweile viele Hormone und Faktoren rekombinant hergestellt und als
Therapeutikum verabreicht. Darunter sind z.B. das EPO (Wolchok 1999), G-CSF (Burdach
1992, Begley 1993) und das wohl bekannteste Beispiel, das Insulin (Ahrens 1986). Peptide
und Proteine, die das Tripeptid RGD enthalten, werden aufgrund ihrer thrombolytischen
Eigenschaften eingesetzt (Schafer 1996); daneben existieren weitere Einsatzmdglichkeiten,
beispielsweise bel Entziindungsprozessen, Antiangiogenesetherapien oder einer Einschran-
kung der Metastasierung von Tumoren (Van de Vrie 1997, Van der Elst 1986, Masuhara
1993). Die Wirkung von RGD-haltigen Peptiden ist dabel wahrscheinlich nicht nur auf die
Wechselwirkung mit dem natrlichen extrazelluldren RGD-Rezeptor, den Integrinen, und
ihre Signalwirkung sowie die Auswirkung auf die Interaktion mit der extrazelluldren Matrix
zurlckzuftuhren. Neuere Studien lassen vermuten, dass RGD-haltige Peptide leicht ins
Zytoplasma gelangen und dort auch Caspasekaskaden und somit Apoptose auslésen. Es
wird vermutet, dass zumindest ein Teil der Wirkung therapeutischer RGD-Peptide auf dieser
Ausldsung von programmiertem Zelltod beruht (Buckley 1999).

Kontrolliert Zelltod hervorrufende Proteine werden auch in der Form von Fusionskon-
strukten (meistens mit einem Protein, das eine gewisse Zielsteuerung ermadglicht) beispiels-
weise in der Krebsterapie eingesetzt (Psarras 2000). Die so genannten Immunotoxine, Fusi-
onsproteine aus Antikdrperdoméanen und Toxinen, stellen hier einen der Hauptvertreter in-
nerhalb dieser Gruppe dar (Brinkmann 2000). Mit steigendem Verstandnis des Zusammen-
hangs zwischen Proteinstruktur und —funktion startete zu Beginn der neunziger Jahre eine
WEelle des so genannten protein engineering, das immer neue Varianten und Fusionen ge-
rade auch fr eine Verwendung als Therapeutikum bereit stellte (Buckel 1996).

Prinzipiell denkbar fir eine Proteintherapie sind auch die meisten intrazelluldr vorhande-
nen Proteine, die in Form ihrer nattirlichen ,,Vorstufe®, namlich al's genetische Information,
in der oben schon besprochenen Gentherapie eingesetzt werden. Die meisten in der Genthe-
rapie als potenzielle Wirkstoffe diskutierten DNAS exprimieren Proteine; eine sehr ahnliche
Wirkung kénnte man durch den Transfer des Proteinsin die Zelle erzielen. Diese Applikati-
on von Proteinen an Stelle von Genen hat sowohl Vor- als auch Nachteile. Ein Nachtell ist
naturlich die fehlende mogliche Integration der genetischen Information in die Wirts-DNA,
die zumindest theoretisch eine stabile, zeitlich unbegrenzte Produktion des Proteins ermag-
licht. Auch bietet ein komplettes Operon viel mehr Moglichkeiten der Regulation, z.B. tber
gewebespezifische Promotoren. Andererseits gibt es denkbare Anwendungen, wo dies nicht
notwendig erscheint, also die transiente Expression oder Applikation ausreicht und auch die
Gewebespezifitat nicht zwingend erforderlich ist. In diesem Fall bietet die Proteintransduk-
tion an Stelle eines Gentransfers Vortelle, wie beispielsweise ein erheblich niedrigeres Si-
cherheitsrisiko (keine potenzielle replikationskompetenten Viren, keine zufélige Integration
ins Genom). Auch die Tatsache, dass viele therapeutisch relevante Zielzellen eine Hemmung
in Transkriptionsprozessen aufweisen, lief3e sich durch die Proteintransduktion umgehen.
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Dabel kdnnen extrazellular wirkende Proteine, beispielsweise Hormone und Faktoren, im
allgemeinen sehr einfach appliziert werden, z.B. durch Injektion in die Blutbahn oder ins
Gewebe. Wie auch beim Gentransfer wird die Situation jedoch bedeutend problematischer,
wenn Proteine ins Innere von Zellen transferiert werden sollen; hydrophile Proteine — und
das sind die meisten Kandidaten fir zytoplasmatische Ziel steuerung — missten zunéchst die
hydrophobe Membran tberqueren.

Es existieren verschiedene Ansétze zur Losung dieses Problems. Wie beim rezeptorver-
mittelten Gentransfer gibt es auch bel der Proteintransduktion eine Variante, bei der Re-
zeptoren angesteuert werden und das Therapeutikum mit dem Rezeptor internalisiert wird,;
die oben erwahnten Immunotoxine gehtren dazu (Brinkmann 2000). Eine weitere, noch
relativ neue Strategie lauft jedoch nicht auf eine gezielte Ansteuerung von Rezeptoren hin-
aus, sondern auf eine unspezifische Aufnahmeerhéhung von Peptiden und Proteinen nach
Fusion mit speziellen Proteindoméanen oder kurzen Aminosauresegquenzen.

Die bedeutendsten bisher entdeckten dieser als PTD (protein transduction domain) be-
zeichneten Sequenzen sind das Antennapedia-Protein ANTP, das Tat-Protein aus HIV-1
sowie das Protein VP22 des Herpes-Simplex-Virus (Schwarze 2000).

ANTP ist ein Transkriptionsfaktor aus Drosophila melanogaster, dessen 60 Aminosau-
ren lange Homéodomane ANTP-HD Uberraschenderweise auch dann physiologische Ant-
worten hervor rief, wenn sie in das Zellkulturmedium gegeben wurde (Joliot 1991a). Fol-
gende Untersuchungen zeigten, dass die Aufnahme des Proteins ins Zytoplasma endozyto-
seunabhangig erfolgt (Joliot 1991b). Schliefdich wurde eine Minimalsequenz ermittelt, be-
stehend aus den 16 Aminosauren der dritten Helix von ANTP-HD, die fur die Translokation
verantwortlich war (Derossi 1994). Diese Helix ist amphipathisch und positiv geladen; Un-
terbindung der Helizitét durch Insertion von Prolinen inhibierte nicht die Aufnahme in die
Zelle, aber den Transport in den Zellkern (Deross 1996). Dadurch ist eine effiziente Ziel-
steuerung ins Zytoplasma moglich. Aufgrund von Aufnahmeuntersuchungen und NMR-
Studien mit Phospholipiden wurde ein Modell der Internalisierung postuliert, bei dem durch
Anlagerung der Peptide an die Membran eine hydrophile Tasche mit einer Membrandoppel-
schicht gebildet wird, die die Peptide wahrend des Ubergangs einhiillt und auf der
zytoplasmatischen Seite wieder entlésst (Prochiantz 1996). Durch Verknipfung mit dem
ANTP-HD-Peptid konnten verschiedene Peptide bis zu einer Grof3e von ca. 100 Aminosau-
ren sowie Oligonukleotide bis zu einer Grofe von 55 Basen ins Zytoplasma eingebracht
werden (Allinquant 1995, Perez 1994).

Sehr &hnliche Untersuchungen wurden auch fur das Tat-Protein aus HIV durchgefiihrt
(Frankel 1988, Mann 1991); auch hier wurde eine minimale basische Aminosauresequenz
(11 Reste) definiert, die fur eine Transduktion ausreichend war (Vives 1997). Im Gegensatz
zu ANTP-HD konnten jedoch auf Tat basierende Peptide zum Transfer von sehr grof3en
Proteinen verwendet werden; der grofdte Vertreter ist hier bisher die b-Galaktosidase mit 120
kD (Fawell 1994, Nagahara 1998). Interessanterweise transduzieren denaturierte Proteine
wesentlich effektiver als native; hierzu wurde postuliert, dass teilweise entfaltete Proteine
leichter die hydrophobe Membran Uberwinden kénnen as korrekt gefaltete. Die Studien
sind inzwischen auf Tierversuche ausgedehnt worden; es gelang, Tat-b-Galaktosidase nach
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intraperitonealer Injektion in Mause in alen Geweben nachzuweisen; offenbar wurde sogar
die Blut-Hirn-Schranke tberwunden (Schwarze 1999).

Das VP22-Protein ist ein Transkriptionsfaktor des Herpes-Simplex-Virus. Der Transduk-
tionsmechanismus von VP22 unterscheidet sich von dem von Tat und ANTP-HD; im Fall
von VP22 werden Plasmide mit dem Fusionsgen aus VP22 und dem Partnerprotein in euka-
ryotische Zellen transfiziert, die dann das Fusionskonstrukt exprimieren. Dieses durchdringt
dann die umliegenden Zellen im Kulturgefal (Elliot 1997, Elliot 1999). VP22 stellt aso nur
entfernt ein Mittel zur klassischen Proteintherapie dar und ist eher eine Erweiterung genthe-
rapeutischer Ansétze.

1.8 Verwendete Anséatze

1.8.1 DasVP1-Protein aus murinem Polyomavirus

Die Polyomaviren gehdren — zusammen mit den Papillomaviren — zur Familie der Papo-
vaviridae (Fields 1990). Sie lassen sich in zwei Gruppen einteilen (Modrow 1997), in die a-
gentlichen Polyomaviren und die SV40-ahnlichen Viren. Zur zweiten Gruppe gehéren das
Affenvirus SV40 sowie die weit verbreiteten humanpathogenen BK- und JC-Viren. Zur a-
sten Gruppe zadhlen Vertreter aus verschiedenen Wirtstieren, von denen das murine Polyo-
mavirus am besten charakterisiert worden ist. Der Name dieses Genus leitet sich von einer
Eigenschaft von Polyomaviren ab: Sie erzeugen unter bestimmten experimentellen Umstén-
deninvielen (poly = griechisch, viel) Organen Tumore (oma = griechisch, Schwellung).

Das zirkulére, etwa 5 kb lange Genom der Polyomaviren wird lediglich von einer Pro-
teinhille mit einem AuRendurchmesser von 45 nm umgeben. Diese Proteinhille besteht aus
drel Bausteinen, die als VP, VP2 und VP3 bezeichnet werden. Dabel stellt VP1 mit 75 %
der viralen Proteinmasse das Haupthillprotein des Polyomavirus dar; in einem Kapsid
(Abb. 1-9a) sind 360 VP1-Proteine in Form von 72 Pentameren (Abb. 1-9b) — der kleinsten
l6slich beobachteten Einheit von VP1 — miteinander verbunden. Die Anordnung der
Pentamere in der ikosaedrischen Virushille ist asymmetrisch; es gibt sowohl 12 pentava-
lente als auch 60 hexavalente K ontakte der Pentamere untereinander (Rayment 1982). Diese
Kontakte sind hauptsachlich nichtkovalenter Natur, es gibt allerdings auch einige Disulfid-
verbriickungen, die das resultierende Kapsid stabilisieren. Kontakte zwischen den Pentame-
ren werden durch den C-Terminus des Proteins vermittelt; der N-Terminus enthélt mehrere
positiv geladene Aminosauren und eine Kerntranslokationssequenz und befindet sich auf
der Innenseite des Kapsids. Die Nebenhillproteine VP2 und VP3, die wegen der Assem-
blierung des nativen Virus im Wirts-Zellkern ebenfalls Kerntransl okationssequenzen auf-
weisen, haben offensichtlich regulatorische Funktionen fir das native Virus, beispielsweise
im Kapsidaufbau und der DNA-V erpackung (Salunke 1986).



Einleitung 25

Abb. 1-9. Struktur von PolyomaVP1 aus Maus (Stehle 1994, Sehle 1996). (a), Virushiille, zusammengesetzt aus 72 Pentameren. (b), einzelnes Penta-
mer (auch Kapsomer genannt) in Draufsicht. (C), @nzeines Monomer. Der N-Terminus (links) ragt ins Kgpgdinnere, der C-Terminus (rechts) it fur die
Asszmblierung wichtig.

Murines VP1-Protein lasst sich [6dlich in rekombinanten Escherichia coli-Zellen her-
stellen (Leavitt 1986). Es liegt dort unmodifiziert vor, im Gegensatz zu VP1, das aus euka-
ryotischen Zellen isoliert wird und dort phosphoryliert und/oder acetyliert vorliegt (Bolen
1981). Die Expression von VP2 und VP3 gelingt in rekombinanten Escherichia coli-Zdllen
nur in unldslicher Form, wenn nicht ale drei Strukturproteine koexprimiert werden (Chen
1998).

Interessanterweise lassen sich Kapsidhillen, die nur aus dem VP1-Protein bestehen, in
vitro mit hoher Effizienz assemblieren (Salunke 1986). Der Assemblierungsschritt ist expe-
rimentell sehr einfach zu realisieren und wird durch Dialyse gegen calciumhaltigen Puffer
durchgefiihrt. Die Assemblierung ist reversibel; durch Reduktion der Disulfidbriicken mit
DTT und Chelatisierung der Calciumionen mit EDTA lassen sich die Kapside wieder in die
Pentamerform Uberfthren.

Die Moglichkeit der in vitro-Assemblierung fuhrte zu friihen Versuchen, DNA in vitro
in VP1-Kapside zu verpacken (Slilaty 1983). Bei Analysen der Verpackung von Plasmiden
mit limitiertem DNaseverdau fiel auf, dass im Gegensatz zur nattrlichen Situation nur DNA
einer Grof3e von ca. 1.6-2 kb verpackt werden konnte. Trotzdem gelangen Transfektionen
verschiedener Art mit diesen in vitro konstituierten Systemen, wenn auch nur mit sehr
niedrigen Ausbeuten (Forstova 1995). Zur Erhohung der Effizienz des Gentransfers und
insbesondere zur Umgehung des Verpackungslimits existieren verschiedene Studien, unter
anderem auch die erhdhte Verpackung von Plasmid-DNA mit Hilfe von Polylysin (Forstova
1998). Weitere Dokumentationen zu diesem Thema stehen bisher jedoch aus, und Versu-
che, diese Daten zu reproduzieren oder auf andere potenzielle Kondensationsmittel zu
Ubertragen, verliefen nicht erfolgreich (Wolf Bertling, personliche Mitteilung). Die bisher
beschriebenen VP1-Transfektionen gehen ale von in eukaryotischen Zellen (zumeist In-
sektenzellen) produziertem Protein aus, eine Transfektion von Plasmid-DNA mit Hilfe von
bakteriell hergestelltem VVP1 wurde bisher noch nicht gezeigt.
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1.8.2 DasHU-Protein aus Thermotoga maritima

DNA nimmt in wassriger LAsung eine gestreckte Konformation an, da sich die negativ
geladenen Phosphationen des Ruickgrats abstof3en (Bloomfield 1996). Da die Lange ge-
streckter, chromosomaler DNA weit grof3er ist als die Lange der sie beherbergenden Zelle,
verfligen alle Organismen Uber Mdglichkeiten, die DNA zu kondensieren, d.h. das Volumen
zu begrenzen, das das DNA-Molekil einnimmt.

In den eukaryotischen Organismen wird diese Funktion von den Histon-Komplexen
wahrgenommen, das sind grol3e, komplexe Proteinsysteme aus acht Untereinheiten. Durch
Neutralisierung der negativen Phosphate im Riickgrat der DNA wird eine Biegung induziert
und eine enge Packung ermdglicht (Mirzabekov 1979).

Auch prokaryotische Organismen verfligen Uber ein System zur Kondensation von
DNA, das jedoch wesentlich einfacher aufgebaut ist als das der Eukaryoten. Dieses proka-
ryotische Histonsystem wird durch die HU-Proteine gebildet, kleine, basische, homo- oder
heterodimere Proteine, die deshalb auch histondhnliche Proteine genannt werden (Drlica
1987, Bonnefoy 1991, Oberto 1996). Die Homologie innerhalb der HU-Familie ist sehr
hoch, und sowohl ihre Struktur als auch ihre Bindung an DNA ist sehr @nlich. Neben der
Kondensation von DNA wurden noch weitere mégliche Funktionen von HU-Proteinen oder
ihren Verwandten identifiziert. So binden zwar die meisten HU-Proteine sequenzunabhén-
gig in der kleinen Furche der DNA, es gibt allerdings auch Ausnahmen wie das Protein TF1
aus dem Bakteriophagen SPO1 sowie das Protein IHF (integration host factor) aus E. coli,
die spezifische Sequenzen erkennen (Boubrik 1991, Ellenberger 1997). Die Messung der
Interaktion von HU mit DNA beschrankte sich bisher auf Schéatzungen tber eher indirekte,
z.B. elektrophoretische Methoden, deren Auswertung (z.B. wegen der standigen Dissoziati-
on der Komplexe wahrend des Elektrophoreselaufs) nicht immer unkompliziert ist (Cann
1995, Coombs 1996, Castaing 1995). In diesen Untersuchungen wurden Bindungskonstan-
ten im nanomolaren Bereich ermittelt.

HU-Proteine sind offensichtlich in eine Vielzahl zellul&rer topologischer Prozesse invol-
viert. Durch Bindung von HU an die DNA wird diese stark gebogen und somit zu kompak-
ten Nukleosom-ahnlichen Strukturen kondensiert (Murphy 1994). Die Fahigkeit von HU,
DNA zu besonders engen Ringen zu biegen, wurde eindrucksvoll durch Ligationsversuche
mit DNA-Fragmenten bis zu einer Lange von nur 98 bp demonstriert (Hodges-Garcia 1989).
Andererseits wurde auch schon eine Erhichung der Flexibilitdt von DNA nach HU-Bindung
nachgewiesen (Paull 1993). Die Bindung von HU-Proteinen an DNA kann im Einzelfall
auch Bedeutung fur Replikation, Transkription und ortsspezifische Rekombination haben
(Hashner 1988).

Die Strukturen mehrerer Vertreter der HU-Familie konnten mit Rontgenkristallographie
und NMR-Spektroskopie aufgeklart werden (White 1989, Vis 1995). Der Rumpf ist a-
helikal und enthalt die Dimerisierungsregion; von diesem geht von jedem Monomer ein lan-
ges, antiparalleles b-Faltblatt aus, in dem die positiven Ladungen konzentriert sind und das
die Hauptbindungsstelle fir DNA darstellt. In strukturaufgekl&rten DNA-HU-Komplexen
folgen diese beiden flexiblen Arme symmetrisch der kleinen Furche der DNA (Abb. 1-10).
Biochemische Daten (H&rd 1989) sowie Experimente mit chiméren Proteinen (Goshima
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1992) unterstitzen dieses Modell. Eine gewisse Diskrepanz herrscht in der Literatur bezlig-
lich der postulierten Bindungsldnge von HU an DNA; einige Daten sprechen fir eine Bin-
dungslange von ca. 10 bp, andere firr eine von ca. 30 bp (Lavoie 1996, Cann 1995).

Abb. 1-10. Struktur des E. coli integration host factor (IHF) im Komplex mit DNA.

TmHU ist das HU-Protein aus dem marinen hyperthermophilen Eubakterium Thermoto-
ga maritima. Proteine aus thermostabilen Organismen sind aus nahe liegenden Griinden
sehr attraktiv fir biotechnologische Anwendungen: sie lassen sich im algemeinen sehr
leicht rekombinant exprimieren (vgl. z.B. Jaenicke 1996, Schurig 1995, Sterner 1996, Osten-
dorp 1996, Dams 1998), die Thermostabilitét eréffnet eine sehr preiswerte und effektive
Moglichkeit der Reinigung im ersten Schritt (eine Hitzeprézipitation der Wirtsproteine) und
stellt nur geringe Anforderungen beztiglich Lagerungsbedingungen und Kthlung wahrend
der Reinigung.

1.9 Ziele der Arbeit

Diese Arbeit geht von dem Potenzial des rekombinanten VP1-Systems fir gentherapeu-
tische Anwendungen aus. Eines der Ziele dieser Arbeit war es daher, das Potenzial vonin E.
coli rekombinant hergestelltem VP1 fur eine mogliche Verwendung in der Gentherapie zu
evaluieren. Insbesondere sollte hier das Augenmerk auf die Verpackung von Plasmid-DNA
gerichtet werden und verschiedene Strategien zur Erhohung dersel ben untersucht werden.

Desweiteren sollten die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse tber DNA-
Kondensation dazu verwendet werden, neuartige Transfektionsagenzien und -methoden zu
identifizieren und zu evaluieren. Dazu gehéren auch biochemische und biophysikalische
Grundlagenuntersuchungen der neu entdeckten Gentransfermittel.

Dabel sollten alerdings nicht nur rein gentherapeutische, also medizinisch ausgerichtete,
Anwendungen in Betracht gezogen werden. Auch biotechnologische Applikationen, deren
Gegenstand Gentransfer ist, sollten im Rahmen solcher Ermittlungen erwogen werden.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien wurden, soweit im Text nicht anders vermerkt, von den
ublichen Herstellern bezogen.

2.1.2 Zusammensetzung haufig verwendeter Puffer
PBS
8 g/l NaCl, 0.2 g/l KCl, 1.15 g/l Dinatriumhydrogenphosphat, 0.2 g/l Kaliumdihydrogen-
phosphat, pH 7.4

50XTAE
2M Tris, 1 M Essigsaure, 100 mM EDTA, pH 8.1

Sammelgelpuffer SDS-PAGE (Stammldsung)
0.5M TrigHCI, 0.4 % (w/v) SDS, pH 6.8

Trenngelpuffer SDS-PAGE (Stammlésung)
1.5M TrigHCl, 0.4 % (w/v) SDS, pH 8.8

Laufpuffer SDS-PAGE
50 mM Tris, 380 mM Glycin, 0.1 % (w/v) SDS, pH 8.3

SDS-PAGE-Probenpuffer
2 ml Sammelgelpuffer, 2 ml 16 % (w/v) SDS, 4 ml Glycerin, 2 ml 0.2 % (w/v) Bromphe-
nolblau, 2 ml 2-Mercaptoethanol, pH 6.8

Western-Blot Transfer puffer
SDS-PAGE-Laufpuffer + ¥ Vol. Methanol

PBS-Tween
PBS-Puffer + 5 % Tween 20

Agar osegel-Probenpuffer
10 mM Tris, 1 mM EDTA, 50 % (w/v) Glycerin, 0.05 % (w/v) Bromphenolblau, pH 7.2

CIEX-A
50 mM Natriumphosphat, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7.5
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CIEX-B
50 mM Natriumphosphat, 2 000 MM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7.5

TGFP-A
20 mM HEPES, 200 mM NaCl, pH 7.5

TGFP-B
20 mM HEPES, 2 000 mM NaCl, pH 7.5

TGFP-C
40 mM HEPES, 2 000 mM NaCl, 30 % Ammoniumsulfat, pH 7.5

TGFP-D
20 mM HEPES, pH 7.5

Puffer 100
20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0

Puffer 2000
20 mM HEPES, 2 000 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0

Spaltpuffer
Puffer 100 + 30 mM DTT + 30 mM Hydroxylamin, pH 8.0

2HBS
10 g/l HEPES, 16 g/l NaCl

100%hosphat
70 mM Na,HPO,, 70 mM NaH,PO,

2.1.3 Medien fur bakterielle Kulturen

LB, LuriaBroth
10 g/l NaCl, 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, pH 7.5

LB-Amp
LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin

SOC
20 mM Glucose, 20 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 0.5 g/l NaCl, 10 mM MgCl,,
10 mM MgSO,, pH 7.5
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2.1.4 Medien fur eukaryotische Zellkulturen

D10, Basismedium fir Zellkultur
DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium, SigMA) + 10 % Fetal Caf Serum
(GiIBCO) + 1 % Penicillin/Streptomycin 10 000 units/ml (GIBCO)

RPMI komplett, Basismedium fur Zellkultur
RPMI 1640 (GiBco) + 10 % Fetal Calf Serum (GiBco) + 0.5 % Gentamicin 10 mg/ml
(GiBCO) + 1 % Glutamax (GIBCO)

Medium fur die Kryokonservierung
DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's Medium, SiGMA) + 20 % Fetal Caf Serum
(GiBCO) + 10 % DM SO (GIBCO)

2.1.5 Vewendete Bakterienstdamme

Tab. 2-1. Ubersicht tber die verwendeten Escherichia coli-Bakterienstamme.

Bezeichnung Bezugsguelle Beschreibung

XL1 blue (STRATAGENE) Superkompetente Zellen zur Klonierung
BL21(DE3) (NOVAGEN) Expressionsstamm fir pET-V ektoren
AD494(DE3) (NOVAGEN) Expressionsstamm fur pET-Vektoren, Thiore-

doxinreduktase defizienz

pT-Trx-BL21(DE3) (S.Ishii, RIKEN)  Expressionsstamm fur pET-Vektoren, Thiore-
doxin-K oexpression

pT-GroE-BL21(DE3) (S. Ishii, RIKEN)  Expressionsstamm fir pET-Vektoren, GroELS-
Koexpression

pUBS-C600 Institutssammlung  Expressionsstamm (mit pUBS speziell fur argi-
ninreiche Proteine)

pUBS-EcoB Institutssammlung  Expressionsstamm (mit pUBS spezi€ell fur argi-
ninreiche Proteine)
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2.1.6 Verwendete Zéllinien

Tab. 2-2. Ubersicht Uber die verwendeten Zelllinien. k.E. = kein Eintrag im ATCC-Katal og.

Bezeichnung  Herkunft Beschreibung ATCC-Nr.

NIH 3T3 RIKEN Céll Bank Mausefibroblasten CRL-1685

293T RIKEN Cell Bank transformierte menschliche Nierenzel- CRL-1573
len

A431 RIKEN Cell Bank humane Hautkrebszellen CRL-1555

MCF7 ATCC humane Brustkrebszellen (Adenokar- HTB-22
zinom)

U251 RIKEN Cell Bank humane Gliomablastomzellen k.E.

u87MG RIKEN Cell Bank humane Gliomablastomzellen HTB-14

US8/93 H. Taubert (Uni undifferenzierte Weichtellsarkomzellen k.E.

Hdle)

2.1.7 Verwendete Plasmide

Tab. 2-3. Ubersicht tiber die verwendeten Plasmide.

Bezeichnung Herkunft Beschreibung
pSG-hTFIID H. Stunnenberg Klonierungsvektor mit humanem Transkripti-
(Uni Nijmegen) onsfaktor 11 D

pTELS M. Katane (RIKEN) Klonierungsvektor mit humanem EGF, flankiert
von Linkersequenzen

pTEr.29 M. Katane (RIKEN) Klonierungsvektor mit humanem EGF ohne
Linkersequenzen

pET1la NOVAGEN prokaryotische Expression ohne tag

PET19b NOVAGEN prokaryotische Expression mit 10 N-terminalen
Histidinen

pET21- U. Schmidt (Uni Halle)  prokaryotische Expression mit C-terminaler

VP1CalSInt Intein-Chitinbindungsdomane (VP1 CallS)

pET21- U. Schmidt (Uni Halle)  prokaryotische Expression mit C-terminalem

VP13ClInt I ntein-Chitinbindungsdoméne (VP1-3C)

PEGFP-N1 CLONTECH eukaryotische Expression von EGFP

pSV 2neo H. Amanuma (RIKEN) eukaryotische Expression von Neomycin

pGV-C2 M. Obata (RIKEN) eukaryotische Expression von Luciferase

PEIi92

U. Brinkmann (NIH)

eukaryotische Expression von b-Galaktosidase
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2.1.8 Verwendete Oligonukleotide

Tab. 2-4. Ubersicht tiber die verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz (5' ® 3')

111minus TATGGCGCGT CGT CGT GATCGT GECCGTAGCCGT CGTCGTGATCGT
GGTCGTAGCCGT CGTCGTGATCGTGGTCGTAGCG

111plus CTAGCGCTACGACCACGAT CACGACGACGGCTACGACCACGATCAC
GACGACGGCTACGGCCACGAT CACGACGACGCGCCA

234minus CTAGCCTGGCTACGACGACGACGCGEECTCTGECTACGACGACGAC
GTGGEGECT TGEGGTACGACGACGCGEECTGGECCA

234plus TATGGCCAGCCCGCGT CGTCGTACCCCAAGCCCACGT CGTCGTCGT
AGCCAGAGCCCGCGT CGTCGTCGTAGCCAGG

btv-C GATGAAAAT GGAAT GGCGT GECAGT GCAAAAGGAATTTCCACTCC

btv-N GCTTCGAAAATACCGCCCAGCCTGCCGTTTACTGTATCTGT GGG

EcoHU-C CCACGGATCCTTACTTAACTGCGTCTTTCAGTGCC

EcoHU-N AGGATAACATATGAACAAAACTCAACTGATTGATGTAATTGC

gfp-C TATATATACCCGGGCT TGTACAGCTCGTCCATGCCG

gfp-N GAAATCCATATGGT GAGCAAAGGCGAGGAGCTGITC

IntToHis TTGGATCCATTGGTACCCTTGGECTTATCACCCGGG

ri0c3bam GGATCCTTACCGCGGTTCCCACC

r10c5nde CATATGACCATATCCGATCGCCG

riéminus CTAGCACGACGACGACGGCGACGACGACGECGECGACGACGACGAC
GACGACGGGCCA

ri6plus TATGGCCCGT CGT CGT CGT CGT CGT CGCCECCGT CGT CGT CECCGT
CGTCGICGTG

srisacminus CCTCTTTCCACCACTTTGGT TCTTACCGCGGATGATCAGAAATAGT
ACATCG

srisacplus CGATGTACTATTTCTGATCATCCGCGGTAAGAACCAAAGTGGTGGA
AAGAGG

TBP-C TAAACCCGGGECT TGCGGAATCCCTTCAGAATCGGGTAGATGTTTT

TBP-core-N GGAATTCCATATGTCTGCCATTGTACCGCAGCTGCAAAATATTG

TBP-fI-N GGAATTCCATATGGATCAGAACAACAGCCTGCCACC

TBP-Nhel TATAGCTAGCCTTGCGGAATCCCTTCAGAATCGG

TmHU-C

TTCCGGATCCCTATCACTTGACCTTCTCTTTGAGGEEC
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TmHU-N
tpenes-

tpenes+

trgd3-

trgd3+

TSacminus
TSacplus
VP1deltaSacminus
VP1deltaSacplus
VP1EGF148minus
VP1EGF148plus
VP1EGF294minus
VP1EGF294plus

GGGEGGTCATATGAACAAAAAAGAACT GATCGACAGGGT GG

GECTTCTTCCACTTCATACGGCGATTCTGAAACCAGATCTTGATCT
GCCECGEG

GGCAGATCAAGATCTGGT TTCAGAAT CGCCGTATGAAGT GGAAGAA
GCCECGEG

GGACCACAGAAACAAT CACCACGACAATCACAAGCACCACCAGACC
coce

GGTCTGGTGGIGCTTGTGATTGTCGTGGTGATTGT TTCTGTGGTCC
coce

GCAGCCGGATCCCTACCGCGEGACCTTCTCTTTGAGG
CCTCAAAGAGAAGGT TCCCGCGEGTAGGGATCCGECTGC
GTAACTCGAAATAAAAT CCACGGCACT CACGT GCAAAACG
GCTTTTGCACGTGAGTGCCGTGGATTTTATTTCGAGI TAC
GGAAATTCCTTTTGTGI TCCGCGGTACTGTATCTGT GGG
CCCACAGATACAGT ACCGCGGAACACAAAAGGAATTTCC
CCAGTGATGGACATCATACCGCGEGT TTCTTGTAACTCTCC
GGAGAGT TACAAGAAACCCGCGGTATGATGT CCATCACT GG
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Chemisch kompetente Zellen wurden nach der Calciumchloridmethode hergestellt. Dazu
wurden 4 ml LB-Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht bel 37 °C ge-
schiittelt. Mit dieser Vorkultur wurden 400 ml LB-Medium inokuliert, die bel 37 °C bis zu
einer ODsgg Von 0.375 geschiittelt wurden. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Kultur auf acht
auf Eis vorgekihlte Falcon-Tubes (50 ml) aufgeteilt und auf Eis fir 5 bis 10 min inkubiert.
Die Zellen wurden dann bei 1 600 g fiir 7 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die
Pellets vorsichtig in 10 ml eiskaltem CaCl, aufgenommen. Die Zellen wurden noch zweimal
fur je5minbel 1100 g zentrifugiert und das Sediment wiederum erst in je 10 ml, dannin je
2 ml CaCl, aufgenommen. Die Zellen wurden in 200 m-Aliquots bel -80 °C gelagert.

2.2.2 Transformation in chemisch kompetente Zellen

Zur Transformation zu Expressionszwecken wurde ein Aliquot kompetenter Zellen (Her-
stellung siehe unter Kap. 2.2.1) schnell aufgetaut, je 100 m der Zellsuspension zu ca. 0.2 bis
0.5 m Plasmid-DNA gegeben und vorsichtig gemischt. Die Suspension wurde fir 10 min
auf Eisinkubiert und dann fir 2 min auf 42 °C erhitzt. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium
wurde fir eine Stunde bei 37°C geschiittelt (outgrowth zur Produktion des Antibiotikums
vor Selektionsapplikation) und dann 100 m auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden
Antibiotikum ausplattiert.

Zur Klonierung wurden standardmafdig superkompetente E. coli-Zellen vom Stamm
XL1 blue (STRATAGENE) verwendet. Die Zellen wurden nach Angaben des Herstellers mit 2-
Mercaptoethanol vorbehandelt, mit der DNA auf Eis inkubiert und dann in einem Hitze-
schockverfahren transformiert. Nach einer einsttindigen Inkubation bei 37 °C wurden 10 bis
100 % der Zellen zur Selektion auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen und im Inkubator bei 37 °C fur 17 h belassen.

2.2.3 Reinigung von Plasmid-DNA mit Kits

Zur Reinigung von Plasmid-DNA fiur Klonierung, Sequenzierung oder Transfektion in
eukaryotische Zellen wurden zumeist die entsprechenden Kits der Firma QIAGEN verwen-
det; je nach erforderlicher DNA-Menge die Gréfzen Mini, Maxi oder Mega. Zur Transfektion
bestimmte DNA wurde mit dem Endofree-Maxikit aufgereinigt. Anzucht der Bakterien so-
wie Reinigung der DNA auf Basis von Anionenaustauschersaulen wurden nach Angaben
des Herstellers durchgefihrt.
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2.24 Reinigung von Plasmid-DNA in grof3em Mal3stab

Zur Reinigung von grof3en Mengen Plasmid-DNA (Ausbeute ca. 4 mg/l E. coli Kultur) in
Transfektionsqualitét wurde ein Protokoll zur alkalischen Lyse aus dem PROMEGA Transfec-
tion Guide verwendet. Dabel werden Membranlipide durch SDS solubilisiert, die chromo-
somale DNA durch Natriumhydroxid denaturiert und durch Kaliumacetat prézipitiert. Eine
Behandlung mit RNase A und Ammoniumacetat entfernte die Ribonukleinséuren. Durch
eine Fallung mit Polyethylenglykol (PEG) wurde die Plasmid-DNA weiter von Verunreini-
gungen getrennt. Mit zwel Phenol-Chloroform-Extraktionen wurden noch verbleibende
Proteine und Oligosaccharide, dann restliche chromosomale und Plasmid-DNA mit Strang-
briichen entfernt.

Aufschluss und Entfernung von Lipiden und chromosomaler DNA. Zellen einer 11-
Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation bei 6 000 g fiir 10 min geerntet und in 50 ml
25 mM Tris/HCI, 50 mM EDTA, pH 8.0 resuspendiert. Zu dieser Suspension wurden 100 ml
frisch angesetzte 0.1 M NaOH / 1 % SDS gegeben, leicht geschwenkt und fir ca. 10 min auf
Eis inkubiert. Zur Mischung wurden nun 75 ml eiskaltes 5M Kaliumacetat gegeben, vor-
sichtig geschwenkt und wiederum fir 5 min auf Eis inkubiert, wahrenddessen ein weil3er
Niederschlag prazipitierte.

Klarifikation und RNA-Entfernung. Nach Zentrifugation (6 000 g, 15 min) wurde der
Uberstand durch einen Faltenfilter gegeben. Das Filtrat wurde mit 135 ml Isopropanol ver-
setzt, gemischt und bei Raumtemperatur far 30 min inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifu-
gation (6 000 g, 15 min) wurde das Sediment in 20 ml TE-Puffer (pH 8.0) aufgenommen,
mit 20 ml 5 M Ammoniumacetat versetzt und auf Eis fir 20 min inkubiert. Nach einer Zen-
trifugation bei 12 000 g fur 10 min wurde der Uberstand dekantiert und 80 ml 100 % Etha-
nol zugegeben. Nach einer Inkubation fir 15 min auf Eis wurde wieder fir 10 min bei
12 000 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 2 ml TE-Puffer aufgenommen, mit 20 pug/ml
DNase-freier RNase versetzt und fur 15 min bei 37 °C inkubiert. Zu dem RNase-Verdau
wurden nun 600 m 5 M NaCl und 650 m PEG-Ldsung (30 % PEG-8 000, 1.5 M NaCl) ge-
geben, gemischt und auf Eis fur 30 min inkubiert. Nach Zentrifugation bei 12 000 g fir
15 min bei 4 °C wurde der Uberstand dekantiert und das Sediment durch Invertierung der
Gefdl3e auf Papiertticher leicht getrocknet.

Organische Extraktionen. Nach Losung des Sediments in 1 ml TE-Puffer wurde mit
1 ml Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) durch Invertieren des Reaktionsgefa3es extrahiert
und in einer Mikrozentrifuge fur 5 min zentrifugiert (h6chste Drehzahl). Die obere (wéssri-
ge) Phase wurde entfernt und nach Zugabe von 100 pl 5 M NaCl mit Hochsalzphenoll6sung
(Phenol geséttigt mit TE + 0.5 M NaCl) extrahiert. Die wassrige Phase wurde (nach Zentri-
fugation fur 5 min in der Mikrozentrifuge) mit 100 % Ethanol versetzt und fir 15 min auf
Eis inkubiert, anschlieffend 10 min in der Mikrozentrifuge zentrifugiert (hdchste Drehzahl).
Das Sediment wurde wieder durch Invertierung auf ein Papiertuch getrocknet und dann in
960 pl Wasser gelost. Nach Zugabe von 15 m 5 M NaCl und 25 mi 2 M Natriumacetat
(pH 4.0) wurde mit einer Saurephenollsung extrahiert (Phenol geséttigt mit TE + 50 mM
Natriumacetat, pH 4.0) und zentrifugiert (5 min, Mikrozentrifuge). Verbliebene Phenolreste
wurden durch eine Extraktion mit Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) entfernt und nach



36 Material und Methoden

Zentrifugation (5 min, Mikrozentrifuge) die wassrige Phase mit zwei Volumina Ethanol ver-
setzt. Nach Inkubation auf Eis fur 20 min wurde fur 10 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Sediment mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer Zentrifugation fir 10
min wurde das Sediment getrocknet und die DNA in 1 ml sterilem TE-Puffer resuspendiert.
Durch Messung der Absorption bei 260 nm wurde die DNA-Konzentration bestimmt und
die Reinheit auf einem Agarosegel Uberprift.

2.25 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die (meist palindromische) Nukleotidsequen-
zen innerhalb doppel strangiger DNA erkennen und schneiden. Dabei entstehen entweder 5'-
oder 3-Uberhange (sticky ends) oder glatte Enden (blunt ends). Restriktionen (Verdaue mit
Restriktionsendonukleasen) wurden stets nach den Angaben des jeweiligen Herstellers
(meist NEB bzw. ToyoBo) durchgefihrt. Fir praparative Verdaue zur spéteren Klonierung
von DNA-Fragmenten wurde meist ein 10- bis 20-facher Uberverdau berechnet. Bei nicht
thermostabilen Restriktionsenzymen wurde nach der Restriktion das Enzym durch Erhitzen
auf 65 °C fur 20 min inaktiviert. Zur Umwandlung von sticky ends zu blunt ends wurde der
Blunting Kit (TOYOBO) verwendet.

2.2.6 Native PAGE von Oligonukleotiden

DNA-Fragmente, die kleiner als 500 bp sind, lassen sich nicht mehr mit einem Agarose-
gel auftrennen (Bandendiffusion aufgrund der zu grof3en Poren im Gel). Zur Analyse und
Aufreinigung dieser Oligonukleotide oder dsDNA-Fragmente wurde eine native Polyacryl-
amidgel elektrophorese mit 12 %igen Gelen heran gezogen. Zusammensetzung fir zwei Ge-
le: 7 ml TAE-Puffer, 3 ml Acrylamid (40 %), 5 M TEMED und 50 mi APS (10 %). Pro Ta-
sche wurde ca. 1-2 pmol DNA in Agarosegel-Probenpuffer eingefiillt, die Elektrophorese
wurde bei 100 V und 40 mA fir 1 h durchgefiihrt. Eine Farbung des Gels wurde dann, ana-
log zum Agarosegel, durch Inkubation mit SY BRGold oder Ethidiumbromid erreicht.

2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Die grof3porigen Agarosegel e eignen sich zur analytischen und praparativen Auftrennung
von DNA-Fragmenten zwischen ca. 0.5 und 25 kb Lénge. Je nach aufzutrennendem Gro-
[3enbereich wurden Agarosegele zwischen 0.5 und 2 % Agarose (w/v) in TAE-Puffer ange-
setzt. Als Laufpuffer wurde ebenfalls TAE-Puffer verwendet. Die Proben wurden mit min-
destens einem Viertel Volumen an Agarosegel-Probenpuffer versetzt und in die Taschen
eingeflllt. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von ca. 100 V und einer Strom-
stéarke von 400 mA fur 45 bis 90 min durchgeftihrt. Nach der Elektrophorese wurde die
DNA im Gel durch Aquilibrieren mit Ethidiumbromid (Endkonzentration 0.5 pg/pl) oder
dem Farbstoff SYBRGold (Verwendung nach Herstellerangaben) geféarbt und lief3 sich im
Transilluminator unter UV-Licht identifizieren.
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2.2.8 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agar osegel

Um DNA-Fragmente nach einer Elektrophorese aus dem Gel zu eluieren, wurde stan-
dardmaliig der DNA Gel Extraction Kit (CLONTECH) nach den Anweisungen des Herstellers
verwendet. Dabei wird die entsprechende Bande aus dem Agarosegel nach Anfarbung mit
Ethidiumbromid méglichst genau ausgeschnitten und dann das Gel in einem Puffer, der
chaotrope Salze enthdlt, aufgel0st, die DNA an Silicakiigel chen adsorbiert und nach Wasch-
schritten eluiert. Die Ausbeute des Kits lag bel 60-80 %.

2.2.9 Dephosphorylierung/Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten ist ein wichtiger Schritt insbesondere bei
der Klonierung von Fragmenten Uber glatte Enden (b/unt ends) bzw. bei Verwendung der-
selben Schnittstellen an 5°- und 3‘-Ende des inserts. Durch Dephosphorylierung des V ek-
torfragments wird eine Religation des Vektors verhindert, da das zur Ligation nétige 5'-
Phosphat entfernt wird. Diese Prozedur verringert deutlich den Hintergrund der Selbstligati-
on bei Klonierungen und wurde daher standardmal3ig bei ungerichteten, aber teilweise auch
bei gerichteten Klonierungen durchgefihrt. Verwendet wurden Bakterielle Alkalische Phos-
phatase (BAP), Shrimps Alkalische Phosphatase (SAP) oder K& berdarmphosphatase (CIP),
nach den Angaben des jeweiligen Herstellers.

Zur Phosphorylierung von DNA-Fragmenten am 5'-Ende wurde die T4-
Polynukleotidkinase (NEB) verwendet.

2.2.10 Annealing von Oligonukleotiden zur Einklonierung

In einigen Féllen war es nétig, einzelstrangige komplementére Oligonukleotide zu Dop-
pelstrangen anzulagern; so beispielsweise bel der Klonierung der N-terminalen VPI1-
Mutanten und bei der Erstellung der Chips fur die SPR-Messungen. Dazu wurden beide
Oligonukleotide im &guimolaren Verhdtnis in einem Niedrigsal zpuffer (10 mM Tris pH 8.0)
zusammengegeben; die Konzentration an Oligonukleotiden in der Stammlésung betrug je
100 puM. Durch Aufheizen auf 95 °C fur 5 min und Abkihlen auf Raumtemperatur wurden
die beiden Strange hybridisiert, was durch eine native DNA-PAGE Uberprift werden konn-
te.

2.2.11 Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten bel der Konstruktion neuer Plasmide wurden stan-
dardmaldig je 15 fmol Insert und 45 fmol Vektor in einem Volumen von 10 pl zusammen
gegeben. Der Reaktionsansatz enthielt aufRerdem noch T4-DNA Ligase und Puffer (inklusi-
ve rATP) entsprechend den Empfehlungen des jeweiligen Herstellers (NEB bzw. TOYOBO).
Der Ansatz wurde bei 16 °C Uber Nacht inkubiert und dann ohne weitere Aufarbeitung zur
Transformation benutzt. War eine Ligation offensichtlich nicht erfolgreich (kein Erfolg des
Transformationsexperiments), wurden die Ligationstemperatur und/oder das molare Ver-
haltnis der beiden Fragmente variiert.
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2.2.12 Amplifikation von DNA mit PCR

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lassen sich DNA-Fragmente in einem
zyklischen Protokoll amplifizieren. Dabei werden die as so genannte primer verwendeten
Oligonukleotide in das Fragment eingebaut; auf diese Art lassen sich neue Restriktions-
schnittstellen in DNA-Fragmente einfiigen. Die PCR wurde zu diesem Zweck in den mei-
sten Klonierungen eingesetzt. Wegen der hoheren Genauigkeit der Synthese wurde in den
meisten Fallen Pfu-Polymerase verwendet. Die Reaktionen wurden nach etablierten Proto-
kollen angesetzt und optimiert (vgl. z.B. AGS GmbH, PCR-Fibel 1997, Coen 1995).

2.2.13 Gerichtete Mutagenese

Zur gerichteten Mutagenese wurde der QuikChange Kit der Firma STRATAGENE herange-
zogen. In diesem Verfahren, das nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt wurde,
werden zwel komplementére Primer synthetisiert, die die mutierte Sequenz (Austausche,
Deletionen oder Insertionen) inihrer Mitte tragen. Durch eine Temperaturschleife analog der
PCR wird eine lineare Amplifikation des gesamten Plasmids erreicht. Das parentale Plasmid
kann dann durch Dpnl verdaut werden, ein Restriktionsenzym, das nur methylierte DNA
(also parentale aus den meisten bakteriellen Prgparationen) erkennt, nicht aber DNA, die
wahrend der in vitro-Synthese erzeugt wurde. Das synthetisierte Plasmid liegt kreisférmig
mit Strangbruichen (ricks) vor, die nach Transformation in E. coli von den bakteriellen En-
zymen repariert werden. Die Methode hat sich a's sehr schnelle und effiziente M utagenese-
methode bewdhrt, konnte aber in eigenen Untersuchungen erweitert werden (siehe
Kap. 2.7).
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2.3 Proteintechnologische Methoden

2.3.1 Expression von VP1-Varianten und EGFP in E. coli

Die Gene fur Polyoma VP1 und EGFP sowie einiger TBP-Derivate wurden im Rahmen
dieser Arbeit im Inteinsystem exprimiert (Schmidt 2000a).

Dazu wurde zunéchst das entsprechende Plasmid in den E. coli-Stamm BL21(DE3)
transformiert (siehe Kap. 2.2.2). Nach Ausstreichen auf eine LB-Agar-Platte mit Ampicillin
(200 pg/ml) und Inkubation bei 37 °C tber Nacht wurde am néchsten Tag eine Vorkultur in
15 ml LB-Amp-Medium (pro Liter spéterer Hauptkultur) mit einer Einzelkolonie inokuliert
und Uber Nacht bei 37 °C geschuittelt.

Mit dieser Vorkultur wurde die Hauptkultur (wiederum LB-Amp-Medium) am néchsten
Morgen angeimpft und bel 37 °C geschittelt. Da Expressionsversuche ergaben, dass sich
eine hohe Zelldichte positiv auf die Ausbeute an Protein auswirkte (U. Schmidt, personliche
Mitteilung), wurde ein Anwachsen der Kultur fir ca. 4 bis 5 h erméglicht. Nach dieser Peri-
ode wurde die Kultur (ODggo > 1) zur Aquilibrierung fiir ca. eine Stunde bei 15 °C (EGFP:
20°C) geschttelt, mit 1 mM IPTG (finale Konzentration) induziert und fir 20 h bel 15°C
(EGFP: 20°C) geschiittelt. Durch Zentrifugation (6 000 g, 20 min, 4°C) wurden die Zellen
geerntet und bis zur Aufarbeitung bei —20 °C gelagert.

2.3.2 Expression von TmHU und EcoHUa in E. coli

Zur Expression von TmHU und EcoHUa wurde das entsprechende Plasmid in E. coli
BL21(DE3) transformiert (Kap. 2.2.2) und dann eine Vorkultur von 15ml LB-Amp-
Medium mit einer Einzelkolonie angeimpft. Nach Ubernachtkultivierung bei 37 °C wurde
mit dieser Vorkultur 1 | LB-Amp-Medium inokuliert und bei 37 °C bis zu einer ODggo vVON
0.8 geschuttelt. Die Expression wurde durch Zusatz von IPTG (1 mM Endkonzentration)
eingeleitet; nach Induktion wurde noch fir 90 min bel 37 °C geschiittelt und die Zellen
durch Zentrifugation (6 000 g, 20 min, 4 °C) geerntet. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde
die Zellmasse bel —20 °C gelagert.

2.3.3 Expression von TmHU-Varianten in E. coli

Alle Varianten von TmHU (TEGF, TGFP, TRGD) konnten ebenso wie TmHU |gdlich in
E. coli exprimiert werden. Bei den Varianten TEGF und TGFP wurde alerdings die Expres-
sionstemperatur auf 15 °C gesenkt, da hierbel die Ausbeute an |6slichem Protein gesteigert
werden konnte.

2.3.4 Bakteridler Zelaufschluss

Fur den bakteriellen Zellaufschluss wurde entweder ein Manton-Gaulin Hochdruckho-
mogenisator oder ein Ultraschallgerét (Insonator, KuBOTA) verwendet. Bel der Hochdruck-
homogenisation wurde das in ca. 40 ml Aufschlusspuffer pro Liter Zellkultur resuspendierte
Zellsediment zweimal bei einem Druck von maximal 1 200 bar aufgeschlossen. Beim Ultra-
schallaufschluss wurde fur 10 min eine maximale Leistung angelegt. Dabei wurde der Ultra-
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schallbehélter durch ein Kuhlungssystem auf einer Temperatur von 4 °C gehalten. Nach
dem Zellaufschluss wurden die Proben fur 30 bis 60 min bel 40 000 g zentrifugiert, um die
[6slichen und unldslichen Bestandteile voneinander zu trennen. Der Aufschlusspuffer hing
von dem jeweiligen Protein ab, es wurden jedoch immer Benzonase (2.5 units/ml) (MERCK)
zum Verdau der Wirts-DNA und ein Proteasehemmer (1 mM PM SF) zugesetzt.

2.3.5 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektr ophor ese

Die diskontinuierliche SDS-PAGE (Laemmli 1970) wurde zur elektrophoretischen Ana-
lyse von Proteinen verwendet. Dabei wurden je nach gewiinschtem Trennbereich Trenngele
verwendet, die zwischen 12 und 18 % Acrylamid enthielten. Nachstehend ist die Zusam-
mensetzung fur zwei 12 %ige bzw. 18 %ige Gele aufgefihrt.

Tab. 2-5. Zusammensetzung flr zwei SDS-Polyacrylamidgele.

Sammelgel (6%)  Trenngd (12%) Trennge (18 %)

Acrylamid/Bisacrylamid 1.2ml 4.0 ml 6.0 ml

(30 %/0.8 %)

Puffer 1.5ml 25ml 25ml

(Stamml dsung) (Sammelgelpuffer)  (Trenngelpuffer)  (Trenngelpuffer)
Wasser 3.3ml 3.5ml 1.5ml
APS-L0Osung 20 pl 35 pl 35 pl

TEMED 4.l 7ul 7ul

2.3.6 Farbung eines SDS-Polyacrylamidgels mit Coomassie Brilliant Blue

Die Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte mit dem Farbstoff Coomassie Brilli-
ant Blue G250. Zunéchst wurde das Gel fur 5 bis 10 min in Fixierldsung (25 % Isopropanol,
10 % Essigsaure) geschwenkt. Dieser Schritt fixiert insbesondere kleinere Proteine im Gel
und verhindert weitere Diffusion. Im néchsten Schritt wurde das Gel Uber Nacht in Férbel6-
sung (10 % Essigsaure, 100 mg/l Coomassie Brilliant Blue G250) geschwenkt. Zur Entfér-
bung wurde das Gel dann mehrmals in Entférbel 6sung (10 % Essigsaure) gewaschen, wo-
durch vornehmlich die Hintergrundférbung verringert wurde. Das Gel wurde dann zur Kon-
servierung zwischen Cellophanfolien getrocknet.

2.3.7 Inteinreinigung von Proteinen

VP1 und seine im Rahmen dieser Arbeit erstellten Varianten sowie rekombinant herge-
stelltes EGFP wurden as Fusion mit einem selbstspleif3enden Intein und einer Chitinbin-
dungsdoméane (IMPACT-System, NEB, sowie Schmidt 2000b) exprimiert und tber Chitin-
kiigel chen affinitétschromatographisch aufgereinigt.

Nach Expression (siehe Kap. 2.3.1) und Zellaufschluss (siehe Kap. 2.3.4) in Puffer 100
wurde das Lysat fir eine Stunde bei 40 000 g zentrifugiert. Der 16sliche Uberstand wurde
dann auf eine mit Puffer 100 &quilibrierte Chitinaffinitatssaule aufgetragen, diese mit Puf-
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fer 100 und Puffer 2 000 gespllt und dann mit drei S&ulenvolumina Spaltpuffer gesplilt.
Nach Inkubation bei 4 °C fur 14 h wurde das abgespaltene Protein mit einem linearen Salz-
gradienten (Puffer 100 ® Puffer 2000) eluiert. VP1 bzw. EGFP enthaltende Fraktionen
wurden vereinigt. VP1 wurde durch Zugabe von Ammoniumsulfat auf 40 % (w/v) geféllt
und das Protein in einem geeigneten V olumen Puffer wieder aufgenommen.

2.3.8 Renigungvon TmMHU und seinen Varianten sowie EcoHUa

Das histondhnliche Protein TmHU aus Thermotoga maritima wurde aufgrund der
Thermostabilitét und des hohen isoelektrischen Punktes (Berechnung mit dem Programm
Gene Runner: pl = 10.36) mit einer Kombination aus Hitzeprazipitation und Kationenaus-
tauschchromatographie gereinigt. Nach dem Zellaufschluss im Puffer CIEX-A durch Hoch-
druckhomogenisation (siehe Kap. 2.3.4) wird der Zellextrakt fur eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert, um die bakterielle DNA und RNA enzymatisch abzubauen.
Nach Zentrifugation zur Trennung der |6slichen von den unldslichen Bestandteilen
(40000 g, 1 h, 4 °C) wurde der Uberstand furr 20 min auf 80 °C erhitzt. Das sich dabei bil-
dende Prézipitat der Wirtsproteine konnte durch eine erneute Zentrifugation abgetrennt
werden. Der Uberstand wurde auf einen starken Kationenaustauscher vom Typ Poros HS
(PERSEPTIVE BIOSYSTEMS) aufgetragen. Nach einem Waschschritt mit CIEX-A wurde
TmHU mit einem linearen Gradienten (CIEX-A ® CIEX-B) eluiert.

EcoHUa, ein zu TmHU stark homologes Protein aus Escherichia coli, wurde im we-
sentlichen nach der gleichen Methode aufgereinigt. Ausgelassen wurde hier lediglich die
Hitzeprézipitation zu Anfang der Reinigung.

Varianten von TmHU wurden in der Regel gereinigt wie EcoHUa (d.h. durch Kationen-
austauschchromatographie ohne Hitzeprazipitationsschritt). Eine Ausnahme macht die Va-
riante TGFP, die als Modellprotein fir biophysikalische und zellbiologische Untersuchun-
gen in besonderer Reinheit bendtigt wurde.

Nach Aufschluss der resupendierten Bakterienpaste (Puffer TGFP-A + 1 mM PMSF,
2.5 unitsml Benzonase, 10 mM MgCl,) und Zentrifugation wie beschrieben wurde der
Uberstand auf eine Fractogel-Sulfat-Saule (ein Kationentauscher, , Tentakelgel“als Matrix)
aufgetragen, die Saule mit dem gleichen Puffer gespilt und dann die Proteine mit einem li-
nearen Gradienten (Puffer TGFP-A ® Puffer TGFP-B) eluiert. TGFP enthaltende Fraktio-
nen wurden vereinigt und Ammoniumsulfat langsam zu einer Endkonzentration von
0.1 g/ml (entspricht ca. 20 % Séttigung) zugegeben. Die Losung wurde 4 h bel 4 °C inku-
biert und zentrifugiert (40 000g, 30 min, 4 °C). Der Uberstand wurde sodann auf eine mit
dem Puffer TGFP-C &quilibrierte hydrophobe Saule (Butyl-TSK) aufgetragen. Ein Wasch-
schritt und die Elution von der Butyl-TSK-Saule erfolgten Uber zwel Stufen (TGFP-C ®
TGFP-D) auf 70 %, dann 90 % TGFP-D. Das bei 90 % TGFP-D eluierende TGFP wurde
vereinigt und schliefdlich auf eine Sephacryl-S200-Gelfiltrationsséaule (Volumen 120 ml) ge-
geben, die mit PBS-Puffer aquilibriert war (0.7 ml/min Laufgeschwindigkeit, 5 ml Auftrags-
volumen). TGFP enthaltende Fraktionen wurden vereinigt und entweder bei 4 °C oder (nach
Zusatz von Glycerol auf 10 % (w/v)) bei =80 °C gelagert.
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2.3.9 Western-Blot

Zur Detektion von Proteinen mit einem spezifischen Antikdrper wurde ein Western-Blot
durchgefiihrt. Dazu wurde das SDS-Polyacrylamidgel nach der Elektrophorese auf eine
PVDF-Membran gelegt, die zuvor in Methanol und dann in Transferpuffer getrénkt wurde.
Zusammen mit einigen ebenfalls in Transferpuffer getrankten Filterpapieren wurde dieser
Stapel (Blotsandwich) in die Blotapparatur gelegt, entweder in eine halbtrocken arbeitende
oder in einen Tank, in dem der Blotsandwich vollstandig in Transferpuffer eintaucht. Bei
einem konstanten Strom von 100 mA wurden die Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf
die Membran transferiert.

Nach dem einstindigen (halbtrockene Apparatur) bzw. vierstiindigen Transfer (Tank)
wurde die Membran zunéchst in PBS-Tween gewaschen und dann in PBS-Block (PBS-
Tween + 5 % (w/v) Magermilchpulver) fir ca. 1 h inkubiert. Nach Zugabe des Erstantikér-
pers (1:1 000-fach verdinnt in PBS-Block) wurde Uber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag
wurde dreimal fir 20 min in PBS-Tween gewaschen, dann fir 2 h in PBS-Block inkubiert.
Schliefdlich wurde der Zweitantikorper (in alen hier durchgefiihrten Versuchen konjugiert
mit Meerrettich-Peroxidase) in PBS-Block zugegeben (1:2 000- bis 1:5 000-fach verdinnt)
und noch einmal fur 2 h geschiittelt. Die Membran wurde dann mit PBS-Tween wieder ge-
waschen (dreimal fur je 20 min), mit dem ECL-System entwickelt (AMERSHAM) und dann
ein Autoradiographiefilm belichtet.
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2.4 Zellbiologische Methoden

24.1 Kultivierung
Die eukaryotischen Zellen wurden generell in einem von zwei Medien kultiviert:
D10 - Medium: NIH 3T3, 293T, U251, US7TMG, A431
RPMI komplett: MCF7, US8/93

2.4.2 Subkultivierung eukaryotischer Zellen

Die Subkultivierung (Passagierung) eukaryotischer Zellen wurde nach drei verschiedenen
Methoden durchgefiihrt, je nach der Stérke der Attachierung der Zellen an die Kulturschale.
Die Subkultivierung erfolgte stets zu einem Zeitpunkt, an dem die Zellen fast konfluent ge-
wachsen waren (also fast 100 % der Schale bedeckten). In der Regel lagen zwischen zwel
Passagen ca. 3 bis5 Tage.

Zu nur leicht angehefteten Zellen (z.B. 293T) wurde nach Entfernen des Mediumsin jede
10 cm-Schale 1 ml EDTA-L6sung (0.02 % in PBS, GiBco) gegeben und bei 37 °C fir 5 min
inkubiert. Durch festes Klopfen auf den Schalenrand wurden die Zellen dann von der Un-
terlage gel6st und mit 1 ml Medium mehrere Male durch Resuspendieren dissoziiert. Je 200
m (10 %) der Zellen wurden dann zur Inokulierung einer neuen 10 cm-Schale verwendet.

Bel mittelstark angehefteten Zellen (z.B. NIH 3T3) wurde nach Absaugen des Mediums 1
ml Trypsin-EDTA-L6sung (GiBco) zugegeben und fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden dann weiterbehandelt wie oben beschrieben.

Be dark attachierten Zellen (z.B. A431) wurde nach der Medienentfernung zunédchst
noch mit 1 ml Trypsin-EDTA-LAsung (GiBco) gewaschen, dann wiederum 1 ml Trypsin-
EDTA zugeflgt und die Schale bei 37 °C fir 10 min inkubiert. Desweiteren wurde verfahren
wie oben beschrieben.

24.3 Préaparation eines Tiefstkihlaliquots (freeze stock)

Zur Praparation eines Tiefstkiihlaliquots wurden Zellen in drei 10 cm - Zellkulturschalen
ausgesdt und bis zur Halbkonfluenz inkubiert. Die Zellen wurden dann wie unter Kap. 2.4.2
beschrieben detachiert und die resuspendierten Zellen vereinigt. Nach Zentrifugation bei
1 000 g fur 5 min wurden die Zellen in Freeze Stock Medium resuspendiert, in Aliquots zu 1
ml in spezielle Gefalie (freeze vials) geflllt und in einen BiCell-Container gegeben, der auf -
20 °C vorgekihlt war. In diesem Container, der durch seinen mit Ethylenglykol gefillten
Mantel eine langsame, graduelle Temperaturerniedrigung ermoglicht, wurden die Zellen bei
-80 °C Uber Nacht gelagert und dann in Tanks mit fliissigem Stickstoff Gberfihrt.
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244 Reaktivierungeines Tiefstkihlaliquots

Zur Reaktivierung eines Tiefstkihlaliquots wurde dieser aus dem Tank entnommen und
im Wasserbad bei 37 °C unter Schwenken schnell aufgetaut. Die Zellen wurden durch ein-
maliges Pipettieren resuspendiert und dann der gesamte Aliquot (1 ml) in eine 10 cm-Schale
mit auf 37 °C vorgewarmtem Medium (10 ml) gegeben. Nach kurzem Schwenken zur
gleichméligen Verteilung der Zellen wurden diese dann im Brutschrank inkubiert. Nach ca.
12 h wurde dann das Medium einmal gewechselt, um die Reste an DM SO aus dem Tiefst-
kuhlaliquot zu entfernen.

245 Stabile Transfektion durch Koprazipitation von Calciumphosphat und DNA

Zur Transfektion von DNA mit nachfolgender stabiler Integration in das Genom wird be-
vorzugt die Calciumphosphat-Methode verwendet. Dabei werden Calcium- und Phospha-
tionen aus unterschiedlichen Ldsungen gemischt; bel der Bildung des unldslichen Calci-
umphosphats wird die ebenfalls vorgelegte DNA kopréazipitiert und féllt als Niederschlag auf
die Zellen in der Kulturschale herab. Das Prazipitat wird dann von den Zellen aufgenommen
und es kommt, verglichen mit vielen anderen Methoden zur Transfektion, bevorzugt zu In-
tegrationen in das zelluldre Genom.

Bel der Calciumphosphat-Koprézipitation wurde zusdtzlich zur zu transfizierenden
Plasmid-DNA carrier-(Tréger)-DNA (in den vorliegenden Experimenten aus NRK-(normal
rat kidney)-Zellen) verwendet, die die Préazipitatbildung beeinflusst.

24 h vor Transfektion wurden die Zellen in einer Konzentration ausgesét, dass eine Voll-
konfluenz innerhalb von 72 h erreicht wurde. Im Falle von NIH 3T3-Zellen waren dies be-
spielsweise 10° Zellen fiir eine 10 cm-Schale. 4 h vor Transfektion wurde ein Medienwech-
sel durchgefihrt.

Zur Transfektion wurden in einem Falcon 2054-Réhrchen 500 m 2:HBS und 10 i
100-Phosphat gemischt (Losung A). In einem zweiten Rohrchen wurden dann (in dieser
Reihenfolge) Wasser, 20 g carrier-DNA, 50 ng Plasmid sowie 60 pl 2 M CaCl,-L6sung in
einem Endvolumen von 500 pl zusammengegeben (L6sung B). Mit einer 1 ml-Plastikpipette
wurden nun Losung A unter Zuhilfenahme der automatischen Pipettierhilfe konstant L uft-
blasen zugefihrt, wahrend Ldsung B langsam zugetraufelt wurde. Die Mischung wurde nun
fr 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann in die Zellkulturschal e gegeben.

8 bis 20 h nach Transfektion wurde das Medium gewechselt; Calcium ist in diesen Kon-
zentrationen toxisch. Zur Analyse der stabilen Expression wurden die Zellen 36 bis 48 h
nach Transfektion detachiert wie unter Kap. 2.4.2 beschrieben und auf drei bis sechs 10 cm-
Schalen gesét. 24 Stunden nach der Aussaat wurde das Medium gegen selektives Medium
(D10 mit 1 mg/ml G418) ausgetauscht. Nach ca. 10 bis 14 Tagen waren nicht stabil transfi-
Zierte Zellen vernichtet und stabile Kolonien konnten angeférbt oder isoliert werden.
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24.6 Transfektion mit DEAE-dextran und Lipiden

Transfektionen mit kommerziellem DEAE-dextran und mit Lipiden wurden stets nach
Angabe des jewelligen Herstellers (STRATAGENE, GIBCO) durchgefuihrt. Typischerweise
wurden fUr einen well einer 24-well-Platte 1-2 ug DNA eingesetzt. Zur DEAE-Dextran-
Transfektion wurden dann 85 pl PBS-Puffer zu 85 pul DEAE-Dextran gegeben und mit
170 pl DNA in PBS vermischt. Diese Mischung wurde auf die Zellen gegeben, nach einer
Viertelstunde abgesaugt und anschlief3end die Zellen wieder mit Medium tberschichtet. Vor
und nach Applikation der DEAE-dextran-DNA-Mischung wurden die Zellen mit PBS ge-
waschen.

Zur Lipofektion wurden die DNA und das Lipid nach Angaben des Herstellers in Zell-
medium gemischt (typischerweise wurden 2-4 ug Lipid auf 1 pg DNA gegeben), fur die
vorgegebene Zeit inkubiert (typischerweise ca. 30 bis 60 min) und auf die Zellen gegeben.
Nach einer Inkubationsdauer von 4 bis 6 h wurde das Medium gegen normales Kulturmedi-
um ausgetauscht.

2.4.7 Préparation von Zelllysaten

Zur Praparation von Zelllysaten zur Analyse mittels SDS-PAGE wurden typischerweise
konfluent bewachsene 10 cm-Schalen zweimal mit PBS gewaschen und dann mit einem
Schaber von der Platte abgenommen. Die Zellen wurden durch Pipettieren gesammelt, nach
Uberfilhrung in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? zentrifugiert und in 200 pl PBS resuspen-
diert. Die Zellen wurden schnell mit 200 pl einer Losung aus 4 % SDSund 2 mM PMSF in
PBS-Puffer versetzt, gevortext und sofort fir 10 min auf 95 °C erhitzt. Nach Abzentrifugie-
ren unloéslicher Bestandteile wurde die Proteinkonzentration mit dem BCA-Testsystem be-
stimmt und aquivalente Proteinmengen fir das SDS-Gel eingesetzt.

2.4.8 Analyseder Expression von EGF-Rezeptor in verschiedenen Zelllinien

Zur Evaluierung einer mdglichen Modellstudie zur Aufnahme von Vektoren tber den
EGF-Rezeptor (EGF-R) wurde dessen Expression in verschiedenen Zelllinien analysiert.
Dazu wurden Zelllysate erstellt wie unter Kap. 2.4.7 beschrieben und mittels Western-Blot
anaysiert (je 5 pug Auftrag pro Bahn).

249 Analyseder Expression von b-Galaktosidase

Zellen wurden in der Regel 48 h nach Transfektion des /acZ-Gens mit einer histochemi-
schen Farbung auf Expression untersucht. Dazu wurden die Zellen zunéchst zweimal mit
PBS-Puffer gewaschen und zur Fixierung fir 10 min mit einer Losung aus 2 % Formalde-
hyd und 0.2 % Glutaraldehyd inkubiert. Die fixierten Zellen wurden dann wieder dreimal
mit PBS-Puffer gewaschen (beim zweiten Waschschritt wurde for 10 min inkubiert) und
schliefdlich mit einer Losung aus 5 mM Kaliumferrocyanid, 5 mM Kaliumferricyanid, 2 mM
MgCl,, 1 mg/ml X-Gal in PBS Uber Nacht inkubiert. Nicht transfizierte Zellen wurden stets
als Vergleichsprobe mitgefuhrt, um eine Kontrolle unspezifischer Artefakte zu erlauben.
Blau geférbte Zellen wurden dann entweder einzeln ausgezahlt oder stichprobenhaft mit ge-
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rasterten Okularen erfasst und die Zahl der Gesamttransfektanden durch Hochrechnung er-
mittelt.

2.4.10 Analyseder Expression von Luciferase

Zur Analyse der Expression von Luciferase in eukaryotischen Zellen in Kultur oder in
vivo wurde ein kommerzielles System nach Angaben des Herstellers verwendet (picaGene,
TovyoBo). Die Quantifizierung erfolgte im Luminometer tber die Detektion eines lumines-
zenten Produkts nach Mischung von Gesamtzellextrakt und Reagenzl sung.

2.4.11 Erzeugung einer den EGF-Rezeptor Uberexprimierenden Zélllinie

NIH 3T3-Zellen wurden stabil mit dem Plasmid pCO12, das den EGF-R Uberexprimiert
(Velu 1989), transfiziert. Da auf diesem Plasmid kein Selektionsmarker vorhanden ist, wur-
de eine Kotransfektion von pCO12 mit dem Plasmid pSV2neo, welches die Neomycin-
Resistenz tragt, durchgefuihrt. Dabei wurde das Plasmid pCO12 im 25-fachen Uberschuss
eingesetzt; die Wahrscheinlichkeit ist hoch, dass eine stabil transfizierte Zelle nicht nur mit
dem Selektionsmarker transfiziert wurde, sondern auch mit pCO12.

Die Transfektion wurde mit dem Protokoll der Calciumphosphattransfektion (Kap. 2.4.5)
durchgefihrt; transfiziert wurden Zellen, die in 6 cm-Schalen zu einer ca. 50 %igen Konflu-
enz angezogen wurden. Eingesetzt wurden 1.4 pg pCO12 und 54 ng pSV2neo. 48 h nach
Transfektion wurden die Zellen subkultiviert und dabei vollsténdig auf drei 10 cm-Schalen
aufgeteilt. 12 h nach Subkultivierung wurde ein Medienwechsal zu selektivem Medium
(D10 mit 1 mg/ml G418) durchgefuhrt. Kolonien stabil transfizierter Zellen wurden nach
zwei Wochen Kultivierung in selektivem Medium unter dem Mikroskop mechanisch mit
einer 200 pl-Pipette isoliert und in separate Vertiefungen einer 24-well-Platte Gberfihrt. Die-
se Klone wurden soweit vermehrt, dass eine Analyse der Expression von EGF-R mittels
Western-Blot (Kap. 2.4.8) durchgefihrt werden konnte. 16 Klone wurden analysiert; als
Vergleich wurden die Zelllinien NIH 3T3 und A431 mitgefhrt.

2.4.12 Transfektionsprotokolle mit TmHU und VP1

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Transfektionsexperimente mit den Proteinen TmHU
und VP1 durchgefihrt. Da diese Protokolle jedoch dynamisch entwickelt wurden und keine
vorher etablierte Methode darstellen, sind sieim jeweiligen Ergebnisteil aufgefihrt.

2.4.13 Herstellung von eukaryotischen Zellker nextrakten

Eukaryotische Zellkernextrakte als potenzielle Verpackungshelfer fir DNA in vitro wur-
den wie beschrieben hergestellt (Schreiber 1989). Vier 10 cm-Kulturschalen wurden bis zur
Konfluenz mit NIH 3T3-Zellen angezogen und dann mit einem Schaber abgenommen.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS-Puffer wurden die Zellen in 4 ml PBS resuspendiert
und zu gleichen Teilen auf vier Eppendorf-Tubes aufgeteilt. Die Proben wurden zentrifugiert
und dann in je 1 ml eiskatem Puffer A (10 mM HEPES, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA,
0.1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, pH 7.4) resuspendiert. Nach einer finfzehnmi-
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nutigen Inkubation auf Eis wurden 65 pl NP-40 (10 % v/v) zugesetzt und die Ansédtze ge
vortext. Schliefdlich wurden die Ansétze erneut zentrifugiert und die Sedimente in jewells
125 pl Puffer C (20 mM HEPES, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1mM DTT,
pH 7.9) aufgenommen und im Kuhlraum sanft far 15 min geschiittelt. Nach Zentrifugation
des Extraktes (5 min) wurden die Uberstiande schockgefroren und in Aliquots bei -80 °C

gelagert.

2.4.14 Methylenblaufarbung eukaryotischer Zellen

Zur Auszahlung stabil transfizierter Kolonien eukaryotischer Zellen wurde die Methylen-
blaufarbung angewendet. Dazu wurde das Kulturmedium von den Zellschalen abgezogen
und die Zellen dann mit frisch hergestellter Fixierlésung Uberschichtet. Die Fixierlésung
enthielt 1.25 % Glutaraldehyd (Stammlésung 25 %) und 0.06 % Methylenblau (Stamml6-
sung 2 % (w/v) in Wasser) in PBS-Puffer. Nach einstindiger Inkubation wurde die Lésung
dekantiert, die Schalen mit Wasser gewaschen und dann getrocknet.

2.4.15 Analyse der EGFP-Expression eukaryotischer Zellen mit FACS

Eine Analyse der Expression des EGFP-Reportergens wurde in einigen Fallen mittels
Fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS) durchgefihrt. Dazu wurde das Zellkulturme-
dium von der Schale abgezogen und die Zellen durch Trypsinbehandlung abgeldst. Nach
Abstoppen der Reaktion durch Zugabe von serumhaltigem Medium wurden die Zellen
durch wiederholtes Zentrifugieren und Resuspendieren des Sedimentes dreimal mit PBS
gewaschen. Dies war notwendig, um die FACS-Auswertung stark beeintrachtigende Me-
dienbestandteile (insbesondere Phenolrot) effizient zu entfernen. Die Zellen wurden dann
mit éner angemessenen Zahirate im FACS (BECTON-DICKINSON) analysiert und die GFP-
Fluoreszenz detektiert.

2.4.16 Aufnahmevon TGFP in eukaryotische Zellen

Die Aufnahme des Fusionsproteins aus TmHU und EGFP, TGFP, in eukaryotische Zel-
len wurde fluoreszenzmikroskopisch verfolgt. Dazu wurden NIH 3T3- und A431-Zellen in
12-well-Kulturschalen in verschiedenen Dichten ausgesét, TGFP in einer Konzentration von
2.5 pg/ml zugegeben und nach definierten Zeitintervallen wells mit PBS gewaschen und
unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert. Zur Kontrolle wurde EGFP in verschiedenen
Konzentrationen bis 5 mg/ml zugesetzt und analog zu den Versuchen mit TGFP analysiert.

2.4.17 Toxizitatsstudien mit eukaryotischen Zellen

Toxizitétsstudien wurden im 96-well-Format mit einem System durchgefiihrt, das leben-
de Zdlen quantifiziert (Cell Titer 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay,
PROMEGA). Die Anzahl lebender Zellen ist innerhalb des hier untersuchten Bereiches linear
Zu der Menge an gebildetem Farbstoff und l&sst sich leicht mit einem ELISA-
Plattenspektrometer quantifizieren (490 nm). Die zu testenden Substanzen wurden mit PBS
zu einem Gesamtvolumen von 20 pl zusammengemischt, mit 80 pul Medium versetzt und
dann zu den Zellen gegeben. 24 h nach Applikation wurde das Medium abgezogen und
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durch Medium ersetzt, das 20 % des Reaktionsgemisches MTS/PMS enthielt. Als Positiv-
kontrolle wurde das Antibiotikum Staurosporin eingesetzt, als Negativkontrolle die Zellen
mit Medium inkubiert, das 20 % PBS enthielt.
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2.5 Spektroskopische Methoden

25.1 Elektronenspray-lonisationsmassenspektr oskopie (ESI-M S)

Bestimmungen der molekularen Masse wurden freundlicherweise von Angelika Schier-
horn und Peter Ricknagel mit einem electron spray ionization (ESI)-M assenspektrometer
vom Typ Esquire-L C durchgefiihrt.

2.5.2 Bindungsstudien von TmHU an DNA mit Oberflachenplasmonresonanz

Zur Ermittlung der Bindungsparameter von TmHU an DNA wurde Oberfl&chenplasmon-
resonanz (SPR) eingesetzt. Ein 56 bp langes dsDNA-Fragment wurde mit PCR-Technik
synthetisiert; einer der beiden Primer war biotinyliert und erlaubte so eine Kopplung des
DNA-Stiicks an einen mit Streptavidin beschichteten Chip (Sequenz des biotinylierten
Strangs: 5'-GCAGTACAACTAGGCT TATAGGGACGAT CGTCCCCGTGCATCGT TAGA
AGCTTGA-3'). Ein weiteres, 23 bp langes Fragment wurde durch annealing zweier kom-
plementarer Oligonukleotide (einer davon biotinyliert) erstellt und ebenfalls an einen Strep-
tavidin-Chip gekoppelt (Sequenz des bictinylierten Strangs: 5'-CATATGGCCC
CCAAAAGAAAAAG-3). Ein 1 kb langes Fragment konnte nicht verwendet werden (siehe
Kap. 4.2.5). Messungen wurden bel 25 °C durchgefiihrt; als Puffer wurde Natriumphosphat
50 mM pH 7.5, Natriumchlorid 100 mM verwendet. Proben wurden vor Analyse gegen die-
sen Puffer dialysiert und als Laufpuffer der Dialyseaul3enpuffer verwendet.

Verschiedene Flussraten zwischen 5 und 100 pl/min wurden eingesetzt; die TmHU-
Konzentration lag zwischen 0.01 nM und 12 pM. TmHU wurde jewells bis zum Erreichen
eines Gleichgewichts injiziert und die resultierenden Gleichgewichts-SPR-Signale gegen die
Konzentration an TmHU aufgetragen, um die Dissoziationskonstante Kp zu ermitteln. Der
Hill-K oeffizient N sowie die Dissoziationskonstante K, wurden Uber die normalisierten
Werte fur die Resonanzeinheiten (RU) Uber folgende Formel ermittelt (Programm Sig-
maPlot 4.0, JANDEL SCIENTIFIC/SPSS):

_ RU,, [TmHU"
Ky +[TmHU]"

RU
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Die SPR-Daten konnen auch zur Ermittlung der Bindungsstéchiometrie verwendet wer-
den (BlAapplications Handbook, BIACORE AB). Das SPR-Signal nach Kopplung der DNA
(,Ligand“) an die Matrix ist proportional zu der immobilisierten Masse an DNA auf dem
Chip. Ebenso ist das SPR-Signal nach Bindung von TmHU (, Analyt*) an die immobilisierte
DNA proportional zur gebundenen Masse an TmHU. Die Stochiometrie des TmHU:DNA-
Komplexes auf der Oberflache des Sensorchips kann dann unter sdttigenden TmHU-
Konzentrationen wie folgt berechnet werden:

Analytsignal MolekularmasseLigand

Stdchiometrie =
Ligandsignal Molekularmasse Analyt

2.5.3 CD-Spektroskopievon Proteinen

CD-Messungen wurden in thermostatisierten Quartzkiivetten mit einer Schichtdicke von
0.1 cm in einem Aviv 62A DS CD-Spektrometer durchgefihrt; die Daten wurden in einer
Schrittweite von 0.5 nm mindestens dreimal akkumuliert.

Zur Messung der thermischen Stabilitdt von Proteinen mittels CD-Spektroskopie wurden
die Proben zwischen 25 und 100 °C erhitzt und das Signal der Elliptizitat bei 220 nm (Q.20)
mit einer Heizrate von 0.33 °C/min aufgenommen. Zur Erniedrigung des Ubergangspunktes
bei TmHU wurde auf3erdem noch Guanidiniumhydrochlorid in Konzentrationen bis zu ca.
1 M zugesetzt, wobel die genaue Konzentration refraktometrisch ermittelt wurde.

Bei alen thermischen Ubergangen wurde nach der Denaturierung mit der gleichen Rate
abgekuhlt, um die Reversibilitéat zu Gberprifen.

Stabilitétsmessungen in Gegenwart des Denaturierungsmittels Guanidiniumhydrochlorid
(GdmCI) wurden durchgefiihrt wie beschrieben (Rudolph 1997). Dazu wurden Proteinpro-
ben jewells gegen PBS-Puffer bzw. 8 M GdmCI, 20 mM Tris, pH 7 dialysiert. Gegen PBS
dialysierte Proben wurden in Puffer mit steigenden Konzentrationen von GdmCI (bis 6 M)
verdinnt (Denaturierungsexperiment), gegen 8 M GdmCl dialysierte Proben wurden in Puf-
fer mit fallenden Konzentrationen von GdmCI (bis 0.4 M) verdinnt (Renaturierungsexpe-
riment). Die Proben wurden fur 24 h bel Raumtemperatur aquilibriert und dann die Ellipiti-
zitét bei 225 nm aufgezeichnet.

25.4 Fluoreszenzspektrometrische Analyse der Entfaltung von TGFP und EGFP

EGFP- bzw. TGFP-L6sungen in PBS-Puffer wurden in einer rihrbaren Kivette im Fluo-
reszenzspektrometer (Hitachi F-4500) erhitzt (Messbereich 25 bis 90 °C; 1°C pro Mess-
punkt; 2min Aquilibrierungszeit; Konzentration ca. 3 pg/ml; Anregungswellenlange:
488 nm; Emissionswellenlange: 508 nm).

25.5 Absorptionsspektroskopische Analyse der Hitzedenaturierung von DNA

Zur Ermittlung des Schmelzpunktes einer synthetischen DNA wurde diese gegen einen
Niedrigsalzpuffer (5 mM Natriumcacodylat pH 7.0, 0.2 mM EDTA) dialysiert und die Ab-
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sorption bei 260 nm im Temperaturbereich von 10 bis 90 °C ermittelt. Die Schmelzkurven
wurden in einem UV/VIS-Spektrometer der Firma Beckman DU-640 mit steuerbarem
Thermostaten und in verschlief3baren K iivetten aufgenommen.

256 Bestimmungder Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden verschiedene etablierte Verfahren an-
gewendet; zum einen die auf Farbstoffreaktionen basierenden Analysemethoden (Bradford-
Assay, BCA-Assay), zum anderen rein spektroskopische Methoden nach Pace (Pace 1995)
und Scopes (Scopes 1974). Letztere wurde vor allem bel TmHU und seinen Derivaten an-
gewendet, da die Berechnung tber die Absorption des Beptidrickgrats durchgefihrt wird.

Berechnung des Extinktionskoeffizienten bei 280 nm (e Extinktionskoeffizient, n Anzahl
der betreffenden Aminosaure bzw. Disulfidbriicken):

€, M “em™*] = 5500 %1 +1490 xn +125 1

Tryptophan Tyrosn Disulfidbr ticken

Berechnung des Extinktionskoeffizienten und der Proteinkonzentration bei 205 nm nach
Scopes (e Extinktionskoeffizient, c Konzentration, A Absorption):

Exslml I mg xem] = 27 + 120@
Axs

A

c[mg/ml] = W
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2.6 Sonstige Methoden

2.6.1 DNaseschutzanalyse von DNA

Eine Analyse der Verpackung von DNA bzw. der Interaktion von DNA-bindenden Pro-
teinen konnte durch einen analytischen Verdau mit DNase durchgefuhrt werden. Dazu
wurden in der Regel 1 bis 5 pg DNA mit 0.25 units Benzonase in Puffer (standardmaldig
PBS + 5mM MgCl,) bel 37 °C inkubiert. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden je-
weils 50 pl mit EDTA (20 mM fina) und SDS (0.5 % (w/v) final) versetzt, mit dem gleichen
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und nach Fallung Uber
Nacht (-80 °C, 2.5 Volumen Ethanol) mit Agarosegel elektrophorese analysiert.

2.6.2 Experimentezur in vivo-Transfereigenschaft von TmHU

In vivo-Experimente mit TmHU wurden sowohl in Mé&usen als auch in Hihnerembryos
durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung der Injektionslésung ist im Ergebnisteil aufgefiihrt
(Kap. 4.4.1). Die Méause (weibliche BALB/c-Méause im Alter von 6 Wochen) wurden zu-
néchst durch intraperitoneale Injektion von Natrium-Barbital (bei Bedarf unterstiitzt durch
Inhalation von Ether) anésthesiert. Daraufhin wurde die Haut Gber dem Oberschenkel mus-
kel mit Ethanol desinfiziert und gedffnet. Der Oberschenkelmuskel (Guadriceps femoris,
siehe Abb. 2-1a) wurde freigelegt und die zu injizierende Lésung rechtwinklig zum Muskel
mit einer Hamilton-Spritze appliziert (Abb. 2-1b); dabel wurde ein Williams-collar verwen-
det (Wolff 1991), um die Injektionstiefe auf 2 mm zu fixieren. Nach Injektion wurde die
Wunde durch eine Wundklammer verschlossen.

Abb. 2-1. Intramuskul&re Injektion in Oberschenkelmuskel von BALB/c-Mé&usen. (a), Hinterbein einer Maus. Der quadriceps femoris
ist rot gezeichnet. (b), Injektionstechnik. Im Vordergrund ist die Kantile mit Williams-Collar abgebildet (nach Wolff 1991).
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Sieben Tage nach Applikation der Probenldsung wurden die Tiere durch Dislokation des
Genicks getttet und der Oberschenkelmuskel isoliert, mit einem Skalpell zerkleinert, in
200 pl Extraktionsl6sung (100 mM Kaliumphosphat, 1 mM DTT, 0.1 % (v/v) Triton-x 100,
Complete Protease Inhibitor Cocktail (ROCHE)) fur 5 min inkubiert und dann mit einem au-
tomatischen StoRRel homogenisiert. Nach Zugabe von weiteren 300 ul ExtraktionslGsung
wurden die Ansétze noch fur 30 min auf Eisinkubiert, dann 5 min zentrifugiert (Mikrofuge,
hochste Stufe) und 20 pl auf Luciferaseexpression analysiert.

2.6.3 Messung des Endotoxingehalts von Proteinproben

Quantifizierungen des Endotoxingehalts wurden mit dem Toxicolor LS-6 Set (SEl-
KAGAKU CORPORATION) durchgefiihrt. Dieser beruht auf einer kolorimetrischen Detektion
des Endotoxins durch Bildung eines Farbstoffes nach Mischung von Probenlésung, chro-
mogenem Substrat und Limulus-Amdbozytenlysat. Der Test wurde nach Angaben des Her-
stellersin Mikrotiterplattenformat durchgefihrt; eine Bestimmung der Endotoxinkonzentra-
tion wurde durch Auswertung der Kinetik der Farbstoffbildung im Vergleich mit einem mit-
gelieferten Standard-Endotoxin (Endotoxin aus E. coli O111:B4, 0.12 endotoxin units/ml)
durchgefihrt.

264 Moddling

Die Modellierung der Struktur von TmHU wurde freundlicherweise von Gerald Bohm
mit dem Programmpaket Modeller 4 durchgefihrt.

Zur Modellierung der Insertionschiméren von humanem EGF in VP1 wurde das Pro-
grammpaket SYBYL6.4 (TRIPOS) benutzt. Fir anfangliche Untersuchungen wurde die
Rontgenkristallstruktur von VP1 (Stehle 1996) sowie Erfahrungen der Arbeitsgruppe auf
dem Gebiet der Insertionen in VP1 herangezogen.

Zur Evaluation der Modellstrukturen wurde der dynamische Atomsatz (dynamic set)
»bumps_nobond“ als digjenige Gruppe von Atomen definiert, deren van-der-Waals-Radien
mindestens 0.3 A berlappen und nicht im eingebauten Satz ,H-bonds* enthalten waren.
Dieser Parameter ergab in den veroffentlichten Rontgenkristallstrukturen eine akzeptable
Anzahl von Uberlappungen, wahrend die Beriicksichtigung aller Uberlappungen >0 A eine
nicht auswertbare Menge an Fehlern lieferte. In den auf das initiale Modelling folgenden
Schritten wurde auf eine Minimalisierung dieses Parameters optimiert. Dartiber hinaus wur-
den noch weitere Parameter berticksichtigt, insbesondere die Ramachandranparameter fir
alle Aminosduren auf3er Glycin (die mehr sterische Freiheit mangels Seitenkette besitzt als
die anderen), weitere physikalische Parameter wie korrekte Bindungslangen und -winkel
sowie eine Betrachtung der Gesamtenergie, die aus rechentechnischen Griinden auf die
Kontakt- und Insertregion beschrankt werden musste.

Die Modellierung der Insertionschiméren wurde in mehreren Schritten durchgefiihrt.

1.) Zun&chst wurde die Modellstruktur von humanem EGF anhand der veroffentlichten
Struktur von murinem EGF (PDB-Struktur 3EGF) in einem halbautomatischen Ansatz un-
ter Verwendung des Programmes COMPOSER erstellt. Nach der Modellierung des Protein-
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rickgrates wurden die Seitenketten und alle Wasserstoffatome manuell eingefugt. Eine Re-
laxation der Seitenketten wurde mit dem Befehl ,fix sidechains® durchgefuhrt. Die durch
den Satz ,,bumps_nobond* (siehe oben) definierten van-der-Waal s-Uberlappungen wurden
durch Anlegen lokaler Kraftfelder (TRIPOS 60 force field engine with Kollmann charges) mi-
nimiert. Dabei wurde ein Kompromiss zwischen moglichst geringer Anzahl von Uberlap-
pungen und moglichst geringer Anzahl von Iterationen (100) im Kraftfeld gewéahlt, um die
Struktur so eng wie mdglich an die verdffentlichten Daten zu binden.

2.) An dieses Modell des humanen EGF wurden nun die amino- und carboxyterminalen
Linker angeheftet (,,build structure®). Seitenketten und Wasserstoffe wurden wie oben rela-
xiert und die Energie der Linker durch ein lokales Kraftfeld minimiert. Die Linkerregion ist
ein Teil der Prosequenz von humanem EGF, in der die putativen Spaltstellen durch Muta-
genese eliminiert wurden.

3.) Die Struktur von humanem EGF inklusive Linker wurde nun zur Insertion in Oberfl&
chenloops von VP1 herangezogen. Erfahrungen der Arbeitsgruppe und eine Betrachtung
der Struktur zeigen, dass Insertionen nach den Aminosauren Val 148 und Asn 294 moglich
und physikalisch sinnvoll sind, da hier am wenigsten sterische Behinderungen und/oder
Stérungen in der Sekundéarstruktur des Gerustproteins (VP1) zu erwarten sind.

Durch den Befehl , delete bond* wurde das Peptidriickgrat in VP1 nach der jeweiligen
Aminosdure gedffnet, die Winkel zum Docking manuell justiert und humanes EGF durch
Manipulation der Glycin-Ruckgratwinkel in den Linkern angedockt. Die Linker wurden
dann an die zuvor getrennten Aminosauren fusioniert.
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2.7 Abwandlung einer Mutagenese-Methode: Megaprimer-QuikChange

2.7.1 Vorbemerkungen

Mutagenesen wurden im Rahmen dieser Arbeit zumeist mit dem QuikChange-Kit
(STRATAGENE) durchgefihrt (siehe Kap. 2.2.13). Diese Methode ist zwar sehr leicht und oh-
ne grof3en Arbeitsaufwand durchzufthren, besitzt jedoch einige Nachteile. Zum einenist die
Methode stark auf die Primer angewiesen, insbesondere deren Qualitét und Reinheitsgrad
betreffend. Primer (im Originalprotokoll zwei komplementére pro Mutagenese) miissen ge-
nerell sehr lang sein (oft Gber 50 bp) und einer sehr stringenten Reinigung (HPLC oder PA-
GE) unterworfen werden, was sich im Preis niederschldgt und wegen der Lange auch in &-
ner verminderten Genauigkeit der Primersynthese. AulRerdem gibt es fur den Fall, dass eine
Mutagenese nicht funktioniert, nur wenige Mdglichkeiten, Parameter zu variieren. Im Laufe
der Arbeit wurde wahrend der Versuche, eine nicht funktionierende QuikChange-
Mutagenese zu optimieren, eine Variation der Methode entwickelt, die es erlaubt, in eéinem
ersten Schritt mit einer klassischen PCR sogenannte Megaprimer zu synthetisieren und
dann in einem zweiten Schritt im Rahmen einer dem QuikChange-Protokoll &nlichen Pro-
zedur das gesamte Plasmid zu amplifizieren. Die Methode bietet den Vorteil, dass

a) sehr effizient die gewtinschte Mutation eingefihrt wird,
b) der erste Schritt (PCR) gentigend Spielraum fir Optimierungen l&sst; und
C) die Anzahl der bendtigten Primer stark reduziert wird.

Die hierzu durchgefihrten Experimente, deren Ergebnisse sowie die Diskussion wurden
im Kapitel fur Material und Methoden aufgenommen, da es sich hier eher um die Etablie-
rung einer Arbeitsmethode handelt als um Experimente im Kontext der Gesamtarbeit.

2.7.2 Prinzip der Methode

Das Prinzip der modifizierten QuikChange-Mutagenese ist in Abb. 2-2 dargestellt. Die
Reaktion besteht aus zwel Phasen. In der ersten wird mit konventionellen Primern ein PCR-
Produkt (das Megaprimerpaar) synthetisiert (ca. 10 Zyklen). Eine der Primer oder beide be-
inhalten die Mutationen, aber solange das korrekte PCR-Produkt gebildet wird, ist es nicht
notig, einen bestimmten Schmelzpunkt einzuhalten oder eine bestimmte Reinheit zu ge-
wéhrleisten. Die Extensionszeit der PCR-Reaktion wird so gewahlt, dass sie fur das zu
synthetisierende DNA-Stiick ausreichend ist.

Siewird dann fr 20 weitere Zyklen erhoht, um eine Synthese Uber den gesamten V ektor
zu ermoglichen. Dabei fungieren die in der ersten Phase generierten Megaprimer als Primer
dieser QuikChange-dhnlichen Reaktion. Die weitere Prozedur lehnt sich an den Kit an; mit
Dpnl wird die parentale DNA verdaut und die synthetisierte (genickte) mit den eingefiihrten
Mutationen in kompetente E. coli-Z€llen transformiert.
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Abb. 2-2. Schematische Ubersicht (iber die Megaprimer-QuikChange-Mutagenesemethode. (- ), Zielort fiir Mutagenese. Erklarung im
Text.
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2.7.3 Beispiel einer durchgefiihrten Mutagenese

Zielstellung. Mit der Mutagenese sollte eine neue Sac I1-Restriktionsschnittstelle in ein
4.7 kb-Plasmid eingefuhrt werden. Die Primer wurden nach Anleitung des QuikChange-
Handbuchs erstellt und die Reaktion entsprechend durchgefihrt, aber weder konnten posi-
tive Transformanden isoliert werden noch war ein entsprechendes Amplifikat mittels Gele-
lektrophorese nachzuweisen. In einer PCR-Reaktion mit jeweils einem der Mutagenesepri-
mer und einem korrespondierenden, flankierenden Primer flhrte nur die Verwendung eines
der beiden Mutageneseprimer zu einem Amplifikat, obwohl die Primer gelelektrophoretisch
nicht zu unterscheiden waren. Dieser M utageneseprimer und der korrespondierende flankie-
rende Primer (0.8 kb von der Mutagenesestelle entfernt) wurden in den folgenden Reaktio-
nen eingesetzt. Der komplementére M utageneseprimer dagegen, der kein PCR-Produkt lie-
ferte, enthielt wahrscheinlich einen oder mehrere Synthesefehler und wurde nicht weiter
verwendet.

Basisprotokoll. Die Reaktionen wurden in einer Standard-Pfu-PCR-Reaktion mit ver-
schiedenen Konzentrationen von Primer und Templat angesetzt (siehe unten). Das folgende
Protokoll wurde fur die Zyklen benutzt: 95 °C—-30s; 1095 °C—-30s, 58 °C — 1 min; 68 °C
—2min); 20695 °C —1 min; 58 °C - 45, 68 °C — 10 min); 4 °C —¥. Aliquots wurden mit
Agarose-Gelelektrophorese anaysiert (siehe unten). Nach Synthese des Gesamtplasmids
wurden die Anséatze mit Dpnl behandelt und in kompetente E. coli-Zellen transformiert wie
in der QuikChange-Anleitung beschrieben.

Reaktionsparameter. Die Primerkonzentration zeigte die starksten Auswirkungen auf
die Synthese des korrekten Produkts. Wie Abb. 2-3a zeigt, fuhrte die Verwendung von
0.6 pmol/pl Primer im Ansatz zu der Bildung von wenig oder keinem detektierbaren Ge-
samtplasmid (4.7 kb) und fast ausschliefdlich zur Bildung des kleineren PCR-Produkts
(0.8 kb). Dagegen wurde hauptsachlich das Gesamtplasmid gebildet, nachdem die Primer-
konzentration auf 0.06 pmol/pl gesenkt wurde. Auch die Templatkonzentration beeinflusste
die Bildung des korrekten Produkts (Abb. 2-3b), allerdings nicht so dramatisch wie die Pri-
merkonzentration. Hohere Konzentrationen an Templat fuhrten dabel auch (erwartungsge-
mal3) zu hdheren Konzentrationen an korrektem Produkt. Die Temperatur des zweiten An-
nealing-Schrittes, variiert im Bereich zwischen 48 und 68 °C, hatte dagegen keinen sgnifi-
kanten Einfluss auf die Produktbildung.

Erfolgreiche Mutagenese. Mit dem hier beschriebenen Protokoll (Primerkonzentration
0.06 pmol/ul, 20 ng Templat-DNA in 50 ul) konnte die Mutagenese erfolgreich durchgeftihrt
werden. 4407 Kolonien wurden nach Dpn |-Verdau und Transformation von 1 pl des Re-
aktionsansatzes erhalten. Zehn Klone wurden amplifiziert, die DNA isoliert und mit Re-
striktionsverdau und DNA-Sequenzierung analysiert. Alle enthielten die gewlinschte Muta-
tion.
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Abb. 2-3. Einfluss von Primer- und Templatkonzentration. 10 pl jeder Reaktion wurden auf ein Agarosegel geladen. Das Gesamtplasmid
(4.7 kb) und die Megaprimer (0.8 kb) wurden mit Pfeilen markiert. (A), eine hohe Primerkonzentration inhibiert die Synthese des kor-
rekten Produktes und verlagert das Gleichgewicht zur Produktion von Megaprimern. Verwendete Primerkonzentrationen: (1),
0.06 pmol/pl; (2), 0.18 pmol/ul; (3), 0.6 pmol/ul. Templatkonzentration: 0.36 ng/pl. (B), eine Erhéhung der Templatkonzentration
erhoht die Bildung des korrekten Produkts. Verwendete Templatkonzentrationen: (1), 0.12 ng/ul; (2), 0.36 ng/ul, (3), 1.2 ng/ul. Pri-
merkonzentrationen: 0.06 pmol/pl. M, DNA GroélRenstandard (NEB).

2.7.4 Diskussion

Die hier aufgefihrten Experimente zeigen, dass ein PCR-Fragment von mindestens
0.8kb als Megaprimerpaar in einer klassischen QuikChange-Reaktion eingesetzt werden
kann. Die Vorteile liegen dabei nicht nur darin, dass im vorliegenden Fall die Mutagenese
gelang, wo das klassische Protokoll versagt hatte; ein bedeutender Kostenfaktor, namlich
die Kosten fir die Primersynthese, lasst sich durch Anwendung dieser Variation senken.

Nur der Mutageneseprimer muss den Langenanforderungen (10 bis 15 bp flankierende
Sequenzen um die Mutagenesestelle etc.) genligen, der Gegenprimer kann ein konventio-
neller, kurzer Primer sein. Dartiber hinaus war es offensichtlich nicht notwendig, die Primer
aufwandig zu reinigen, was zusétzlich Kosten senkt. Desweiteren kann die Mutagenese in
der gleichen Reaktion an zwei verschiedenen Stellen durchgefihrt werden, indem zwel
Mutageneseprimer zur Synthese des Megaprimerpaares verwendet werden. Die konventio-
nelle QuikChange-Methode wirde fur diese Reaktion zwel Mutageneseprimerpaare bendti-
gen, diein zwei aufeinanderfolgenden QuikChange-Reaktionen verwendet wirden. Es wére
auch moglich, bei einer Serie einzufiihrender Mutationen an verschiedenen Stellen im Plas-
mid nur den Mutageneseprimer zu variieren und immer den selben Gegenprimer zu ver-
wenden; dies wére insbesondere dann von Vorteil, wenn dieser Gegenprimer an eine allge-
meine Stelle bindet, wie beispielsweise die T7-Promotorregion, wobei dann dieser Primer
flr Mutagenesen in der Serie der pET-Plasmide verwendet werden kénnte. In diesem Fall
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kénnten dann die Kosten erheblich reduziert werden, da pro Mutagenese jeweils nur noch
ein einzelner Mutageneseprimer synthetisiert werden misste und nicht ein Primerpaar.

Der essenzielle Schritt dieser Methode war die Bildung eines korrekten PCR-Produktes,
das as Megaprimerpaar in der folgenden QuikChange-Reaktion fungieren konnte. Offen-
sichtlich ist die Kompetierung der Bildung des Gesamtplasmids gegentiber dem Megapri-
merpaar in der folgenden Synthese stark von der eingesetzten Konzentration an PCR-
Primern abhéngig; wahrscheinlich verdréangen die Primer bei zu hoher Konzentration die
Megaprimer, so dass es nur zu geringer Gesamtplasmidsynthese kommt. Ahnliche Effekte
wurden auch in der urspringlichen Megaprimer-Mutagenese beobachtet (Sarkar 1990).
Probleme in der Methode konnte es geben, wenn die PCR unspezifisch ist und uner-
winschte Nebenprodukte entstehen oder wenn im ersten Syntheseschritt kein korrektes
PCR-Produkt gebildet wird; in diesen Féllen sollten allerdings entweder die Optimierung der
PCR mit Standardmethoden (Coen 1995) oder die Reinigung des korrekten DNA-Stlicks
mittels Agarosegel el ektrophorese zum Erfolg fuhren.

Bel Anwendung der Methode ist jedoch zu beachten, dass nicht ausschliefdich die kor-
rekten (mutagenen) Megaprimer gebildet werden, sondern auch solche, in denen nur eine
der verwendeten Primersequenzen inkorporiert wurde (die Syntheseprodukte, die aus der
jeweils ersten Transkription des Templats resultieren). Allerdings wéchst diese Population
zyklisch linear an, wahrend die korrekte Spezies (die durch Transkription des priméren
Syntheseproduktes gebildet wird) zyklisch exponentiell wéachst. Nach zehn Zyklen der
Synthese sind daher weniger als 20 % der Megaprimer nicht vollstandig korrekt, wenn beide
Primer zur Mutagenese verwendet werden, und weniger as 10 % sind nicht korrekt, wenn
nur einer der beiden Primer die Mutation tragt (wie im Beispiel in Abb. 2-2). Wenn man da-
zu noch die Tatsache beriicksichtigt, dass auch in den 20 Zyklen mit langerer Synthesezeit
die Synthese der Megaprimer fortlauft, erscheint es unwahrscheinlich, dass die nicht kor-
rekten Megaprimer zu einem signifikanten Hintergrund beitragen.



3 Experimente und Ergebnisse: Polyoma-VP1

3.1 Vorbemerkungen

Ausgangspunkt der in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche waren virusanaloge
Partikel aus dem Haupthtllprotein VP1 des murinen Polyomavirus (im folgenden Text
as, VP1" bezeichnet), das aus rekombinanten E. coli-Zellen gewonnen wurde.

Die zu Beginn dieser Arbeit bestehenden Protokolle zur in vitro-Verpackung von
DNA in VP1-Partikel waren nicht sehr effizient (sehe Kap. 1.8.1). Es wurden daher
verschiedene Ansétze zur Steigerung der Transferleistung gewdahlt. Darunter waren der
gezielte Austausch der putativ DNA bindenden N-terminalen Doméne von VP1 mit
potenziell stérker DNA bindenden Aminosauresequenzen, die Verwendung bekannter
und neuer Protokolle zur Kondensation von DNA vor oder wahrend der Verpackung
sowie die Immobilisierung von VP1 wahrend der Verpackung zur Unterbindung oder
Einschrénkung von DNA-Aggregation.

Desweiteren wurden noch Mdoglichkeiten zur Konstruktion von Zielsteuerungsmo-
dulen von VP1 auf eukaryotische Zellen untersucht. Dies waren zum einen Studien tber
in vivo-Biotinylierung von VP1 zur Kopplung tber die Wechselwirkung mit Streptavi-
din, zum anderen Versuche zur Kopplung des humanen epidermalen Wachstumsfaktors
(EGF) auf die Oberflache von VP1. Da VP1 inzwischen exemplarisch erfolgreich zum
delivery von Peptiden und Proteinen in eukaryotische Zellen eingesetzt werden konnte
(Gunther 1999) sowie erste Versuche zur Verpackung und zum delivery von Oligonu-
kleotiden vorliegen (Braun 1999, Christiane Jager, Dissertation in Vorbereitung), erlan-
gen derartige Zielsteuerungsstudien auch Bedeutung auf3erhalb des K ontextes einer the-
rapeutischen Anwendung von Plasmid-DNA.
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3.2 N-terminale Fusionskonstrukte von VP1

3.2.1 Vorbemerkungen

Der native, 19 Aminosauren lange N-Terminus von VPL1, der ins Kapsidinnere ragt
(Abb. 1-9), besitzt mehrere positiv geladene Aminosduren inklusive einer putativen
Kerntransl okationssequenz und ist wahrscheinlich verantwortlich fur die Bindung von
DNA. Eine DNA-Bindungsfunktion wurde allerdings auch fir die beiden Nebenhill-
proteine des murinen Polyomavirus, VP2 und V P3, postuliert (Salunke 1986).

Die Fusion DNA-bindender Proteine an den N-Terminus erschien a's eine Méglich-
keit, die Verpackung von DNA in das Kapsid durch stérkere Bindung an die Innenseite
spezifisch zu erhdhen. Der erste Ansatz wurde mit dem humanen TATA-Box-
Bindungsprotein (TBP) durchgefiihrt, einer Komponente der Transkriptionsmaschine-
rie, die die so genannte TATA-Box spezifisch (Kp = 0.5 nM) und andere DNA-
Sequenzen unspezifisch (Kp = 400 nM) bindet (Frank Pugh, personliche Mitteilung,
Coleman 1995, Paal 1997). TBP besteht aus zwei Doménen, einer N-terminalen, 60
Aminosauren langen, die offensichtlich regulierende Funktionen wahrnimmt, sowie der
fur die DNA-Bindung essenziellen, 180 Aminosauren langen C-terminalen core-
Doméne (Perez-Howard 1995). Diese wird im folgenden als core-TBP, das gesamte
Protein alsfull length-TBP bezeichnet.

322 TVC: TBP-VP1-Chimére

Alle aufgefuihrten Konstrukte wurden durch PCR-Amplifikation des entsprechenden
DNA-Fragments, Restriktionsverdau mit den genannten Schnittstellen und Ligation in
den gleichfalls restringierten Vektor erstellt. Die verwendeten Oligonukleotide sowie
die Schnittstellen sind in jedem Beispiel aufgefihrt.

Zur Konstruktion (siehe Abb. 3-1) von TVC (TBP-VP1-Chimére), eines Fusions-
proteins aus TBP und VP1, wurde das TBP-core-Gen in den VP1-Expressionsvektor
pPET21-VP1CallSInt einkloniert, in den nach den Codons fur die N-terminalen 19 Ami-
nosauren eine Nhel-Schnittstelle eingefiigt wurde (Schmidt 2000b) (pTV C/Int; Oligos:
TBP-core-N, TBP-Nhel; Schnittstellen: Ndel, Nhel). Das Plasmid mit der kodierenden
Sequenz von TBP, pSG-hTFIID, wurde freundlicherweise von Prof. Henk Stunnenberg,
Universitdt Nijmegen, zur Verfugung gestellt; der VP1-Expressionsvektor pET21-
VP1CalSInt wurde von Uli Schmidt im Rahmen seiner Promotionsarbeit konstruiert
und unterscheidet sich vom Wildtyp-Gen darin, dass ale Cysteine entfernt wurden
(Schmidt 2000b). Fir eventuelle spétere Vergleichsstudien wurden auf3erdem das TBP
in seiner vollen Lénge sowie die core-Doméne in den Inteinvektor kloniert
(pfull TBP/Int, Oligos: TBP-fI-N, TBP-C; Schnittstellen: Ndel, Xmal; pcoreTBF/Int,
Oligos: TBP-core-N, TBP-C; Schnittstellen: Ndel, Xmal).
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Abb. 3-1. Konstruktion der Expressionsplasmide fur TVC, core-TBP und full length-TBP. (a), Klonierungsstrategie. Der N-
Terminus von VPL I&sst sich durch Einklonierung eines DNA-Fragmentes Uiber die Schnittstellen Ndel und Nhel (unterstrichen)
leicht ersetzen. (b), Ausgangsvektoren der Klonierung und (c), erstellte Konstrukte. Die Darstellung ist schematisch und nicht
mal3stabsgetreu. In griin sind Module zur Affinitétsreinigung gezeichnet (10xHis-tag, Intein-CBD-tag), in rot TBP-Derivate, in blau
VPL, der schwarze Pfell kennzeichnet den T7/lac-Promoter der pET-V ektoren.

Die Expression aler TBP-Konstrukte in den Inteinvektoren war jedoch sehr niedrig;

so konnten core- und full length-TBP nur in Ausbeuten von ca. 0.5 mg pro Liter bakte-

rieller Kultur gereinigt werden, eine Expression des Fusionsproteins TV C wurde, auch
mit Antikorpern gegen VP1, nicht detektiert.
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Die Gene fir core-TBP sowie TVC wurden dann in den Vektor pET19b einkloniert
(pcoreTBP/19b, Oligos: TBP-core-N, IntToHis, Schnittstellen: Ndel, BamHlI;
pTVC/19b, Oligos: TBP-flI-N, IntToHis; Schnittstellen: Ndel, BamHI); dieser exprimiert
eine Fusion mit einer N-terminalen leader-Sequenz aus zehn Histidinen. Oft wird bei
einer Expression in Vektoren mit N-terminalen Histidinabfolgen eine sehr starke Ex-
pression beobachtet (eigene Daten sowie personliche Mitteilung von Ariuna Bazarsu-
ren, Ulla Grauschopf, u.a.). Auch im Falle von core-TBP und TV C konnte die Ausbeute
bedeutend gesteigert werden. Die Darstellung von TBP gelang mit einer Ausbeute von
ca 10 mg pro Liter Kulturmedium, wenngleich auch die Ldslichkeit nach Reinigung
nicht besonders hoch war (L6slichkeitsgrenze ca. 1 mg/ml). Auch TVC wurde im Vek-
tor pTVC/19b sehr effizient exprimiert (geschétzte Ausbeute ebenfalls ca. 10mg/ml),
war alerdings vollsténdig unldslich. Auch eine Variation der Aufschlussbedingungen,
z.B. durch Anderungen in der lonenstarke und durch verschiedene Zusitze, verbesserte
die Lodlichkeit nicht.

Um auszuschlief3en, dass diese geringe Loslichkeit auf den Histidin-zag zurtickzufih-
ren ist, wurde TVC in den Vektor pET11a kloniert (pTVC/11a, Oligos. TBP-core-N,
IntToHis, Schnittstellen: Ndel, BamHI). Dieser exprimiert das Protein ohne zusétzliche
Fusionen in einer geschatzten Ausbeute von ca. 2-5 mg pro Liter Kulturmedium. Doch
auch durch diesen Schritt konnte die Loslichkeit nicht weiter erhdht und 16sliches TVC
nicht isoliert werden.

3.2.3 WaetereN-terminale Varianten: 111-VP1, 234-VP1, r16-VP1

Planung und Konstruktion. Wegen der negativen Erfahrungen mit der Unldslich-
keit der TVC-Konstrukte wurde nun eine Strategie zur Erzeugung von N-terminalen
Fusionen mit VP1 verfolgt, in der kurze, nicht dimerisierende DNA-Bindungssequenzen
verwendet wurden. In der Natur sind alerdings nicht viele monomere DNA-
Bindungsmotive bekannt; die meisten DNA-bindenden Proteine sind zumindest fakul-
tative Homo- oder Heterodimere mit entsprechender Symmetrie, was wahrscheinlich
durch das Vorliegen der DNA als Doppelstrang zu erkléren ist.

Diefolgenden drei Varianten wurden alle durch Ligation je eines Oligonukleotidpaa-
res in den mit Ndel und Nhel verdauten Vektor pET21-VP1CalSInt einkloniert
(Abb. 3-1a). Die Oligonukleotide wurden so synthetisiert, dass nach Dimerisierung die
korrekten Uberhéange der Schnittstellen Ndel und Nhel zur Verfuigung standen. Die Co-
dons der stark repetitiven Sequenzen wurden variiert, um die Wahrscheinlichkeit von
Rasterverschiebungen bel der Dimerisierung moglichst gering zu halten. Fir Arginine
wurden nur die beiden in E. coli haufig exprimierten Codons (CGC und CGT) verwen-
det.

Eine der einfachsten M &glichkeiten zur Bindung von DNA ist eine Folge positiv ge-
ladener Aminosauren. Der nattirliche N-Terminus von VP1 wurde daher mit einer Folge
von 16 Argininen ersetzt (pr16-VP1, Oligos. r16plus, r16minus) (Abb. 3-2a).

Einen anderen Ansatzpunkt bietet das Hepatitisvirus, dessen so genanntes core-
Antigen enthélt eine dem unspezifisch DNA bindenden Protein Protamin (Gardiner-
Garden 1998) verwandte Domane, die aus vier verschiedenen kurzen Sequenzabschnit-
ten besteht (Hatton 1992). In biochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die erste dieser Untereinheiten fir die RNA-Bindung, die zweite bis vierte fur die
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DNA-Bindung verantwortlich ist. Die Motive sind durch SPXX-Sequenzen getrennt; es
wird angenommen, dass diese einen Knick in der Tertidrstruktur verursachen und so die
positiv geladenen Aminosauren parallel zueinander angeordnet werden, was wiederum
die Interaktion mit doppelstréngiger DNA fordern wiirde (Abb. 3-2b).

Zur Fusion mit VP1 wurden zwei verschiedene Varianten erstellt: die erste (p111-
VP1, Oligos: 111plus, 111minus) enthdt das RNA-bindende Motiv | in dreifacher Wie-
derholung, die zweite (p234-VP1, Oligos: 234plus, 234minus) enthélt die Motive I, I11
und 1V in ihrer natlirlichen Reihenfolge, aso das gesamte DNA-bindende Motiv des
Hepatitisvirus core-Antigens (Abb. 3-2a).

(@)
VP1-Calls MAPKRESGVSKSETKSTKASER

.

r6-VP1 MARRRRRRRRRRRRERRRASER. . .
111-VP1 MARRRDRGRSRRRDRGRSRRRDRGRSASER. . .
7234-\VP] MASPRRRTPSPRRRRSOSPRRRRSOASPR. . .

(0)

N |
| RRRDRGRS,

y LSPTRRR
RRRRSQF

41
QSRRR

Abb. 3-2. Kongtruktion von Varianten von VP1 mit kurzen kationischen N-Termini. (a), die N-Termini von VP1-CdlS, r16-VP1,
111-VP1 und 234-VP1 im Vergleich. (b), die putative Sekundérstruktur der protamindhnlichen Region aus Hepatitis B core-
Antigen. N, N-Terminus, C, C-Terminus der Region. |-V, Bezeichnung der Motive.
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Expression in E. coli und Reinigung. Alle hier beschriebenen Konstrukte konnten
in lésicher Form in E. coli BL21(DE3) exprimiert und tber eine Chitinaffinitatschro-
matographie gereinigt werden. Die Ausbeute aller drei Konstrukte lag unter der der
VP1-Variante mit nattirlichem Aminoterminus (im Durchschnitt 2-4 mg/l Kultur); sie
betrugen ca. 2-3 mg/l (234-VP1), 1-2mg/l (111-VP1) und < 0.5 mg/l (r16-VP1). Wegen
der nur geringen Expression wurde r16-VP1 nicht weiter verfolgt.

Da sowohl spektroskopisch als auch (nach Extraktion mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol) Uber Agarose- und Nativpolyacrylamid-Gelelektrophorese noch be-
trachtliche Mengen an Nukleinsduren als Verunreinigung der beiden Mutanten 111-VP1
und 234-VP1 identifiziert werden konnten, wurde eine Kationenaustauschchromatogra-
phie mit dem starken Kationentauscher Poros HS eingefiihrt. Da die Bindung tUber die
positiv geladenen Reste an den Kationentauscher mit der Bindung von Nukleinsauren
konkurrieren muss, sollte dieser Schritt eine Entfernung der Nukleinsdure-
Kontamination ermoglichen.

Tatsachlich lief3en sich die getesteten VP1-Varianten unabhangig von ihrem Amino-
terminus sehr gut an einen Kationentauscher binden und die bakterielle Nukleinsiure-
kontamination sowie weitere Verunreinigungen, die nach der Inteinreinigung vorliegen,
dadurch entfernen (in Zusammenarbeit mit Christiane Jager, Dissertation in Vorberei-
tung). Obwohl normalerweise die Bindungsstérke an einen starken Kationentauscher
mit hoherem pH abnimmt, konnte 234-VP1 nur bel einem pH Uber 8.0 immobilisiert
werden. Eventuell kommt es bei diesem pH zu einer Schwéchung der Bindung der ver-
unreinigenden Nukleinsdure und daher zu einer schnelleren Dissoziation von der DNA-
Bindungsdomane; dieser erste Schritt ist wahrscheinlich erforderlich fur eine Bindung
des Proteins an den Kationentauscher.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass sowohl 234-VP1 als auch
111-VP1 wie natives VPL in vitro zu Kapsiden assembliert werden konnten.

Die Versuche mit den hier beschriebenen kurzen N-terminalen Varianten von VP1
werden in Zusammenarbeit mit Christiane Jager im Rahmen ihrer Dissertation weiter-
entwickelt. Dazu gehéren insbesondere biophysikalische Experimente zur Interaktion
der Varianten mit Oligonukleotiden, deren Verpackung in Kapside und deren Transfer
in eukaryotische Zellen. Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Versuche mit den N-
terminalen Varianten beschréanken sich auf Experimente zur Steigerung der Verpak-
kungseffizienz von Plasmid-DNA.
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3.3 Verpackung von Plasmid-DNA und Transfektion mit Polyoma-VP1

3.3.1 Probleme tblicher in vitro-Analysemethoden

Eines der Hauptprobleme bel der Analyse der DNA-Verpackung in VP1-Kapside ist
die Quantifizierung. Zunéchst wurden dazu diverse in vitro-Methoden betrachtet. Eine
Methode, die dazu oft verwendet wird, ist der DNase-Schutzassay (z.B. Forstova 1995).
Dabel wird der Verpackungsansatz unter definierten Bedingungen mit DNase behan-
delt; nicht verpackte, freie DNA wird dabei verdaut, wahrend verpackte DNA geschiitzt
sein sollte.

Ein Beispiel ist in Abb. 3-3 gezeigt; in Ubereinstimmung mit der Literatur wurden
Uberwiegend Fragmente einer Grof3e von ca. 1.6-2 kb, im Einzelfall sogar der Original-
grofRe von 4.7 kb (Bahn 7) vor dem Verdau geschiitzt. Die Kontroll-DNA wird dagegen
vollsténdig abgebaut.

12345678910

PEGFP-N1 I

(4.7 kb) '
geschufztes Fragment ;
(1.6-2 k) '
degradierte DNA |

(< 500 bp) I

Abb. 3-3. Andyse eines DNaseschutzexperiments mit Agarosegelelektrophorese. (1), DNA-GroRenstandard (1 kb-Leiter, NEB).
(2), pEGFP-N1 (1 pg). (3), pEGFP-N1 (1 pg), verdaut wie beschrieben (Forstova 1995 und Kap. 2.6.1). (4), pEGFP-N1 (1 ug),
extrahiert mit Phenol-Chloroform-lsopropanol und ethanolgefalt. (5)-(10), pEGFP-N1, versetzt mit VP1-Kapsiden (10-60 pug) und
behandelt mit ,,osmotischem Schock” (Forstova 1995) und anschliellend verdaut wiein (2) und extrahiert wie in (4).

Einer der grofdten Nachteile dieser Analyse besteht in seiner geringen Aussagekraft
bei Verwendung von Verpackungszusatzen wie den bakteriellen histonahnlichen Pro-
teinen. Diese schiitzen selbst sehr effizient vor dem Verdau durch DNase (Abb. 4-10),
so dass keine Aussage Uber den Verpackungszustand in Kapside moéglich ist.

Ahnlich wie der hier beschriebene DNase-Assay hatten auch andere in vitro-
Analysemethoden (auf die hier nicht ndher eingegangen wird) betrachtliche Defizite.
Eines der groften Probleme ist dabei die Interpretation der gewonnenen Daten, denn
eine physikalisch mit dem Kapsid assoziierte DNA kann auch infunktionell sein. So
kann beispielsweise in Furchen auf der Kapsidoberfldche lokalisierte DNA zwar ste-
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risch vor dem DNaseverdau geschiitzt sein (Gerald Bohm, personliche Mitteilung), an-
dererseits konnte der Transfer dieser Aggregate in eukaryotische Zellen aufgrund der
Abstof3ung der exponierten, negativ geladenen DNA von der ebenfalls negativ gelade-
nen Zellmembran verringert sein.

Aus diesen Grunden erfolgten die Versuche zur Optimierung der DNA-V erpackung
in VP1 nicht mit einer in vitro-Analyse, sondern durch die Analyse der Funktionalitét,
also der Transfektion einer Plasmid-DNA mit Reportergen in eukaryotische Zellen.

3.3.2 Transfektion mit Polyoma-VP1

Wahl des Assaysystems. Zur Analyse der Transfektion von DNA mit VP1 wurden
NIH 3T3-Zellen (M&usefibroblasten) verwendet. Diese sind einfach zu handhaben, ro-
bust und entstammen dem naturlichen Wirt des murinen Polyomavirus.

Fir das Reportergen standen mehrere verschiedene Systeme zur Auswahl, die im
einzelnen auf ihre Eignung untersucht wurden. Die Wahl fur die meisten Experimente
fiel hierbei auf das Plasmid pEGFP-N1 (CLONTECH), das flr das enhanced green fluo-
rescent protein (EGFP)-Gen kodiert und daher eine Quantifizierung der Transfektions-
effizienz Uber FACS oder fluoreszenzmikroskopische Analyse erméglicht. Es besitzt
eine Grof3e von 4.7 kb; damit liegt es unterhalb der Groéfe des nattirlichen Genoms von
Polyomaviren (5.3 kb).

In Vorversuchen mit dem Transfektionsagens DEAE-dextran wurde deutlich, dass
der Zeitpunkt der Analyse sehr wichtig fir die Quantifizierung einer EGFP-Expression
war; bel Transfektionszeiten Uber 48 h nahm die Rate positiver Zellen drastisch ab
(Daten nicht gezeigt). Die Versuche wurden daher stets 48 h nach Transfektion ausge-
wertet.

Alle im Folgenden beschriebenen Transfektionen wurden, sofern nicht anders aufge-
fahrt, mit der Mutante VP1-3C durchgeftihrt, die neben einem freien Cystein als Anker
flr Fluoreszenzmarker (Schmidt 1999) noch die beiden fir Kapsidstabilitat essenziellen
Cysteine enthdt (Schmidt 2000a).

Transfektion mit VP1-Protein aus rekombinanten E. coli. Die Transfektion von
Plasmid-DNA mit VP1-Kapsiden, die aus prokaryotischen Systemen gewonnen wurde,
ist bisher noch nicht beschrieben worden. Es war vor diesen Versuchen unklar, ob das
Fehlen posttranslationaler Modifikationen zu einer verminderten Funktionalitdt und
Transfektionseffizienz des Proteins fiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmals Transfektionen mit aus E. coli gereinig-
tem VP1 gezeigt werden. Aus der Literatur ist bekannt (Stokrova 1999), dass VP1
spontan um hochmolekulare DNA Kapside ausbildet. Im Einklang mit dieser Beobach-
tung war ein spezifischer Assemblierungsschritt auch nicht fur die Transfektion not-
wendig. So gelang eine Transfektion sowohl mit dem Plasmid pEli92 (Reportergen:
lacZ) ds auch mit dem Plasmid pEGFP-N1 (Reportergen: EGFP) durch Mischung von
nicht assembliertem VP1-Protein und DNA (im Verhdltnis 30:1 w/w), Inkubation bei
37 °C fr 30 min, Applikation der Mischung auf den abgesaugten Zellrasen fur 90 min,
schliefdlich Medienwechsel und Expression fur zwel Tage. Die Effizienz der Transfekti-
on lag im Promille- bis niedrigem Prozentbereich beziiglich eingesetzter Zellzahl; es
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wurden je 4 ug DNA fir eine Vertiefung einer 12-well-Platte eingesetzt. Abb. 3-4 zeigt
NIH 3T3-Zellen, die mit VP1 und den beiden Plasmiden transfiziert wurden.

Eine Verwendung der N-terminalen Mutante 234-VP1 in verschiedenen Versuchen
fuhrte nicht zu einer Erhdhung der Transfektionseffizienz von Plasmid-DNA. Ein Effekt
war allerdings bel der Verpackung immobilisierter DNA zu messen (siehe Kap. 3.4).
Diese Mutante wird in weiter fihrenden Arbeiten (Christiane Jager, Dissertation in
Vorbereitung) auf eine Verwendung bel der Verpackung von Oligonukleotiden hin ge-
priift.

()

Abb. 3-4. Nachweis der Transfektion von Plasmid-DNA mit VP1 in NIH 3T3-Fibroblasten. (a), EGFP-Expression nach Transfekti-
on von pEGFP-N1, analysiert im Fluoreszenzmikroskop. (b), gleicher Abschnitt im Phasenkontrast. (c), lacZ-Expression nach
Transfektion von pEli92 (unterschiedliche Vergrofierungen, positive Zellen sind blau angeférbt).
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Die VP1-vermittelte Transfektionseffizienz war abhéngig von der Konfluenz der
Zellen; dabel wurden Zellen hoherer Dichte mit geringeren Ausbeuten transfiziert als
Zéellen niedriger Dichte (Abb. 3-5).
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Abb. 3-5. Transfektionseffizienz mit VP1 in Abhéngigkeit von der Zdldichte. Transfiziert wurden 4 pg DNA mit 120 pg VP1-
Pentameren wie im Text beschrieben in 12-well-Platten, die am vorigen Tag mit der angegebenen Zahl Zellen je well angesetzt
wurden.

Ein Abweichen von physiologischen Salzkonzentrationen im Reaktionsansatz fuhrte
im allgemeinen zu einer Verringerung der Transfektionseffizienz, wahrscheinlich auf-
grund einer schlechteren Vertréglichkeit fur die Zellen. Die Versuche wurden daher
standardmaidig in PBS-Puffer durchgefiihrt. Der Zusatz von Calcium fihrte in diesem
System zu einer Erhdhung der Transfektion, aber auch zu einer bedeutenden Erhéhung
des Hintergrundes (d.h. Transfektion auch in Abwesenheit von VP1).

In den folgenden Abschnitten werden Ansétze zur Erhdhung der Verpackungseffizi-
enz durch Simulation der nattirlichen Bildung von Polyomaviren diskutiert.

Zusatz von bakteriellen histondhnlichen Proteinen. Im natrlichen Polyomavirus
kondensiert und verpackt das Wirtshiston H1 die virale DNA; dhnliche Prozesse kénnen
auch bel der Expression von VP1 im Baculovirussystem beobachtet werden (Gillock
1997). Daher wurden zur Simulation dieses Prozesses verschiedene M églichkeiten un-
tersucht, Histone und histondhnliche Proteine im Verpackungsansatz zu verwenden.
Kommerziell erhdltliche eukaryotische Histone (SIGMA) erwiesen sich jedoch as zu
stark verunreinigt und heterogen, um in derart sensitiven Versuchen ohne aufwandige
Nachreinigung eingesetzt zu werden. Aulerdem liegen diese typischerweise in grof3en
Komplexen mehrerer Proteine vor (Mirzabekov 1979), was bei einer Verpackung in das
kleine VP1-Kapsid nachteilig sein kann.

Die bakteriellen histondhnlichen Proteine haben den Vortell, nicht aus multimeren
Komplexen, sondern nur aus Homo- oder Heterodimeren aufgebaut zu sein, eine gerin-
ge GrofRe zu haben (90-100 Aminosduren pro Monomer) und zwar nicht kommerziell
erhdltlich, aber biotechnologisch gut verfligbar zu sein (effiziente rekombinante Expres-
sionin E. coli). Fur diese Untersuchungen wurden die beiden histonéghnlichen Proteine
EcoHU und TmHU aus E. coli bzw. Thermotoga maritima erwogen; wegen der exzel-
lenten biotechnologischen Verfugbarkeit von rekombinantem TmHU (siehe unten)
wurden die Versuche dann ausschlief3lich mit diesem durchgeftihrt.
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Zur Steigerung der Transfektionseffizienz durch Kondensation der DNA mit TmHU
wurden mehrere Versuche unter verschiedenen Bedingungen durchgefihrt (unter-
schiedliche Konzentrationen von TmHU, DNA und VP1, verschiedene Assemblie-
rungsbedingungen (z.B. Mini-Dialysen, osmotische Schocks, Inkubationen bel ver-
schiedenen Temperaturen) und Variation weiterer Versuchsparameter). Sie fuhrten je-
doch nur zu einer geringfligigen Erhdhung der Transfektionseffizienz bei sehr niedrigen
Konzentrationen von TmHU. Insbesondere wirkte sich ungiinstig aus, dass der Hinter-
grund an Transfektion (also die Zahl positiver Zellen in Abwesenheit von VP1) bei ho-
heren Konzentrationen von TmHU Uberwog. Ein Beispiel fir die Erhthung der Trans-
fektionseffizienz durch TmHU ist in Abb. 3-6 dargestellt. Ein positiver Effekt (d.h. Er-
hohung der Effizienz ohne signifikanten Hintergrund) trat generell nur bei eéiner TmHU-
Konzentration von weniger als 1 pg/ml auf (DNA-Konzentration: 50 pg/ml).
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Abb. 3-6. VP1-Transfektion mit Zusatz von TmHU. Gezeigt ist die Effizienz der Transfektion mit VP1 (schwarze Balken) bzw. die
Kontrolle ohne VP1 (weiRe Balken). Transfiziert wurden 12 500 NIH 3T3-Zellen in 24-wel/-Platten mit je 5 ug DNA (pEGFP-N1),
150 pg VP1-Pentamer und O bis 2.5 pg TmHU in 100 pl PBS. Durch Zusatz von 0.05 pg TmHU (Endkonzentration 0.5 pg/ml)
erreicht man eine Erhdhung der Effizienz um das Dreifache, bel Verwendung hoherer Konzentrationen nimmt der Hintergrund
entscheidend zu.

Excluded Volume. Die Konzentration an Proteinen und Nukleinsduren im Zellkern
ist sehr hoch (ca. 340 mg/ml). Dies hat bedeutenden Einfluss auf verschiedene biologi-
sche Prozesse (Zimmerman 1996), beispielsweise die Verpackung von DNA in Bakte-
riophagen (Serwer 1993) und wahrscheinlich auch auf die Verpackung von DNA in
natlrlichen Polyomaviren. In diesem Fall spricht man von einem excluded volume-
Effekt; durch den Zusatz unspezifischer Agenzien, die freie Positionen besetzen, kommt
es zu einem sterischen Volumenausschluss (Louie 1994) und dazu zu einer forcierten
Kondensation. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effekt von BSA (bovines Seruma-
bumin) und PEG (Polyethylenglykol) auf die Verpackungs- und Transfektionseffizienz

gepruift.

Abb. 3-7 zeigt das Ergebnis eines Versuchs mit BSA; aufgefuhrt sind jeweils die
Transfektionsereignisse (EGFP-positive Zellen pro 24-well-Vertiefung) mit vollstandi-
gem Reaktionsansatz und, als Kontrolle, ohne VP1. Die BSA-Konzentration wurde im
Bereich zwischen 0.01 und 700 mg/ml variiert. In diesem Experiment wurde eine ca.
funffache Erhdhung der Transfektionseffizienz durch die Zugabe von BSA zu einer
Endkonzentration von 0.5 mg/ml erreicht, wobel der Hintergrund (im Gegensatz zur
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Verwendung von TmHU, siehe oben) bei hdheren Konzentrationen nicht zunahm. Ho-
here BSA-Konzentrationen wirkten allerdings inhibitorisch auf den Verpackungs-
und/oder den Transfektionsprozess, da hier die Effizienz der Transfektion abnahm. Die
Erhohung der Effizienzen durch BSA-Zusatz und die durch TmHU waren nicht additiv.
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Abb. 3-7. VP1-Transfektion mit BSA-Zusatz. Gezeigt it die Effizienz der Transfektion mit VP1 (¢) bzw. die Kontrolle ohne VP1
(O). Trandfiziert wurden 12 500 NIH 3T3-Zellen in 24-well-Platten mit je 5 pg DNA (pEGFP-N1), 150 pg VP1-Pentamer und
0-70 mg BSA in 100 pl PBS. Zusatz von BSA zu einer Endkonzentration von 0.5 mg/ml bewirkte eine funffache Erhéhung der
Effizienz.

Vorversuche mit dem Polymer Polyethylenglykol (PEG) als Agens fur den Volu-
menausschluss waren wegen der intrinsischen Transfektionseigenschaft von PEG nicht
erfolgreich (zu starker Transfektionshintergrund in Abwesenheit von VP1) und wurden
nicht weiter verfolgt.

Verwendung von Kernextrakten. Fur die in vitro-Verpackung von Plasmid-DNA
in SV40-Kapside wurde eine Steigerung der Effizienz durch Verwendung von eukaryo-
tischen Zellkernextrakten beschrieben (Sandalon 1997). SV40 und Polyomaviren sind
nahe verwandt (siehe Kap. 2.5.1); daher wurde auch die Mdglichkeit untersucht, mit
Kernextrakten aus dem natrlichen Wirt, ndmlich aus Mausezellen (NIH 3T3), die Effi-
zienz der Verpackung zu verbessern. Im Gegensatz zum erwahnten Beispiel konnte hier
jedoch, auch unter verschiedenen Bedingungen, keine Transfektionserhdhung durch die
Verwendung von Kernextrakten im Vergleich zur Kontrolle ohne VP1 reproduzierbar
beobachtet werden.

Zusammenfassung. In den hier durchgefihrten Untersuchungen ist es erstmalig ge-
lungen, mit einem prokaryotischen Expressionssystem hergestellte VP1-Partikel fir
eine erfolgreiche Transfektion von Plasmid-DNA zu verwenden. Die Effizienz war d-
lerdings vergleichsweise niedrig und lief3 sich auch durch eine Vielzahl variierter Para-
meter — die oben beschriebenen V ersuche umfassen insgesamt ca. 1 000 einzelne Trans-
fektionsexperimente — nicht signifkant erhdhen. Ein schwacher Effekt konnte allerdings
durch den Zusatz von BSA sowie sehr geringen Mengen des bakteriellen histonahnli-
chen Proteins TmHU nachgewiesen werden.
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3.4 Matrixgestitzte Verpackung in VP1-Kapside

34.1 Hintergrund

Ein Problem bei der Verpackung von DNA in die sehr kleinen (Auf3endurchmesser
45 nm) VP1-Kapside ist die Tendenz von DNA, in L6sung gestreckte Molekile mit
einer Lange im Mikrometerbereich auszubilden (Bloomfield 1996). Bei Zugabe von
Kondensationsagenzien dagegen tritt bevorzugt die Bildung grol3er Toroide, das sind
ringformige Aggregate, auf, deren Durchmesser allerdings ebenfalls im Mikrometerbe-
reich liegt (Bloomfield 1996, Dunlap 1997).

Bel der in vitro-Renaturierung von Proteinen gibt es ein dhnliches Problem, ndmlich
die Aggregation von Faltungsintermediaten in Lésung, die sich dann auch negativ auf
die Ausbeute an korrekt gefaltetem Protein auswirkt. Eine Mdglichkeit, dieses Problem
zu umgehen, ist die Rickfaltung von Proteinen, nachdem sie reversibel an eine Matrix
immobilisiert wurden. Durch die Immobilisierung wird eine Aggregation verhindert und
die Ausbeute der Riickfaltung erhoht sich (Stempfer 1996).

Aufgrund der Analogie der beiden Prozesse wurde in dieser Arbeit die Moglichkeit
untersucht, DNA gezielt in das Kapsidinnere zu verpacken, indem es tiber VP1 reversi-
bel an eine Matrix immobilisiert wurde (Abb. 5-2). Zur Immobilisierung von VP1 wur-
de das Reinigungssystem fur VP1, die Chitinaffinitatschromatographie, gewahlt.

3.4.2 Reversible Bindungvon DNA an immabilisierte VP1-Pentamere

Im ersten Vorversuch wurde die Zuganglichkeit der DNA-bindenden Untereinheiten

von immobilisiertem VP1 ermittelt. Dazu wurden 30 pg Plasmid-DNA (pEGFP-N1) auf
eine Chitinaffinitatssaule gegeben, die zuvor mit folgenden Proben beladen wurde:

a) keine Beladung (Negativkontrolle)
b) VP1-3C (ca. 2-4 mg im Rohextrakt)
C) 234-VP1 (ca 2-4 mg im Rohextrakt)

Eine Elution von DNA konnte dabei tber die Absorption bei 260 nm verfolgt wer-
den. DNA band nicht an reines Chitinmaterial (Probe a)), sondern nur an zuvor mit
VP1-Protein beladene Saulen (Proben b) + c)). Die Bindung an die letzten beiden Pro-
ben erfolgte quantitativ, was bel den gewahlten Bedingungen (ca. 1 000-facher molarer
Uberschuss von V P1-Pentameren zu Plasmiden) auch zu erwarten war.

An VP1 gebundene DNA konnte durch einen linearen Salzgradienten wieder eluiert
werden. DNA, die an VP1-3C gebunden wurde (nattrlicher Aminoterminus, siehe
Abb. 3-2) eluierte bei einer Konzentration von 810 mM NaCl, dagegen eluierte DNA,
die an 234-VP1 gebunden wurde, bel einer Konzentration von 970 mM NaCl. Diese
Ergebnisse sind Indiz fir eine h6here Affinitét von 234-VP1 im Vergleich zu VP1-3C
gegentber DNA und zeigen, dass C-terminal an eine Matrix immobilisiertes VP1-
Proteinin der Lageist, DNA reversibel zu binden.
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3.4.3 Verpackungvon DNA inimmobilisierte VP1-Kapside

Im né&chsten Experiment wurde wieder DNA an immobilisiertes VP1-3C und 234-
VP1 gebunden (gleiche Bedingungen wie im Vorversuch) und dann mit Spaltpuffer
inkubiert. Der Spaltpuffer (siehe Kap. 2.1.2) enthielt neben DTT und Hydroxylamin zur
Induktion der Inteinspleil3ung noch das DNA-Kondensationsmittel CTAB in einer Kon-
zentration von 20 uM sowie 0.5 mM CaCl, als Assemblierungssignal fir die Kapside.
Nach Inkubation Uber Nacht und Elution mit einem linearen Salzgradienten konnten
Fraktionen gesammelt werden, die wie folgt analysiert wurden:

1. mit einer SDS-PAGE auf ihren Proteingehalt (Abb. 3-8a);

2. mit einem Agarosegel nach Phenol-Chloroform-Extraktion auf ihren DNA-
Gehalt (Abb. 3-8b);

3. mit einem Agarosegel nach DNaseverdau und Phenol-Chloroformextraktion auf
den Grad des DNA-Schutzes (Abb. 3-8c).

Ein Vergleich der Abb. 3-8aund 3-8b zeigt, dassin beiden Féllen VP1 und DNA ko-
eluieren (dierelativen Intensitéten der Banden auf dem Polyacrylamidgel und dem Aga-
rosegel entsprechen einander). Abb. 3-8c zeigt, dass insbesondere bei Verwendung von
234-VP1 die DNA vor einem Verdau durch DNase geschiitzt ist. Im Gegensatz zu bis-
herigen Verdffentlichungen ist dabei die geschiitzte DNA von der gleichen Grofe wie
die eingesetzte; dies kann auf eine vollstandige Verpackung des Plasmids in das Kapsid
hindeuten. Der Schutz der DNA vor Verdau betragt in dem vorliegenden Beispiel im
besten Fall ca. 20 % und ist damit signifikant hoher als vergleichbare Daten (1 bis 5 %)
in der Literatur (Forstova 1995). Es falt auf, dass DNA aus spéter eluierenden Fraktio-
nen weniger gut vor dem Verdau mit DNase geschiitzt ist. Da mit einem steigenden
NaCl-Gradienten eluiert wird, ist die NaCl-Konzentration in den spaten Fraktionen ht-
her als in den friihen. Um eine Inhibierung der DNase bei niedrigen Salzkonzentratio-
nen auszuschlief3en, wurde ein Verdau ungeschiitzter DNA bei verschiedenen Salzkon-
zentrationen kinetisch analysiert (Daten nicht gezeigt). Diese Kontrolle zeigte jedoch
eine genau entgegen gesetzte Salzabhangigkeit der DNaseaktivitét, die tatschlich von
hohen Sal zkonzentrationen gehemmt wird.

Neben dem eingesetzten Plasmid koeluieren mit dem Protein auch betrachtliche
Mengen kleiner DNA-Fragmente (unter 500 bp). Dabel handelt es sich wahrscheinlich
um gescherte bakterielle DNA, die durch Bindung an V P1-Pentamere vom DNase-V er-
dau im Zellaufschluss geschitzt wird. Diese Verunreinigung wird bel jeder VP1-
Préparation, insbesondere aber bei 234-VP1, beobachtet (Christiane Jager, Dissertation
in Vorbereitung). Die Verpackung der kleinen Fragmente in die in diesem Versuch as-
semblierten Kapside aus 234-VPL1 ist offensichtlich sehr effektiv, da der Schutz vor
DNaseabbau fir sie fast vollstandig ist (vergleiche Abb. 3-8b und c).
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Abb. 3-8. Analyse der Verpackung von Plasmid-DNA in VP1-3C- und 234-VP1-Kapside Uber immobilisierte Pentamere. (a), SDS-
Polyacrylamidgel der Elutionsfraktionen. Oberes Gel, Verpackungsversuch mit VP1-3C, unteres Gel, Verpackungsversuch mit 234-
VP1. Die Pfeile markieren die Hauptbande von VP1; Banden bei niedrigerer Molekularmasse sind auf Abbau, Banden hoherer
Molekularmasse auf eine bekannte Verunreinigung von VP1-Préparationen zuriickzufiihren (Schmidt 2000b). Die auf DNA-Gehalt
untersuchten Proben sind mit einem Balken markiert. (b), Agarosegel zur Analyse des DNA-Gehalts der Elutionsfraktionen beider
Experimente vor und (c) nach Verdau mit DNase. Die Banden entsprechen denen des eingesetzten Plasmids; auf3erdem sind nicht
identifizierte DNA-Fragmente (< 500 bp) sichtbar.
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An Stelle des Kondensationsmittels CTAB, das DNA nicht von den immobilisierten
VP1-Pentameren eluierte, wurden auch Versuche mit TmHU im Spaltansatz durchge-
fuhrt. Allerdings zeigte sich bel diesen Versuchen eine Koelution der DNA mit TmHU
anstelle einer Koelution mit VP1 (Daten nicht gezeigt); offensichtlich bindet TmHU
wesentlich stérker an die DNA als VP1 und verdrangt dieses.

Da der DNaseassay nur eine Abschétzung der Verpackung erlaubt und damit die
Funktionalitdt nicht bewiesen ist, wurde das obige Verfahren auch zur Transfektion von
NIH 3T3-Zellen mit dem Plasmid pEGFP-N1 verwendet. Dabei konnte mittels FACS-
Analyse eine Erh6hung der mittleren Fluoreszenzintensitat auf 170 % (verglichen mit
der nicht transfizierten Probe) beobachtet werden, wahrend die konventionell durchge-
fuhrte VP1-Transfektion im FACS zu keinem detektierbaren Signal fuhrte. Dies deutet
auf einen positiven (wenn auch geringen) Effekt der Matriximmobilisierung hin; da
jedoch EGFP-Analysen mit FACS einer starken Varianz unterworfen sind, sind noch
weitere Untersuchungen an eukaryotischen Zellen notwendig, um die biochemischen
Ergebnisse zu bestétigen.

Né&here Untersuchungen, insbesondere in Zellkultur, machen jedoch nur in definier-
ten Systemen Sinn. Eine der Voraussetzungen ist daher eine effiziente Entfernung der
kurzen bakteriellen DNA-Fragmente. Diese Voraussetzung ist kiirzlich mit der Etablie-
rung einer VP1-Nachreinigung mit Kationentauscher geschaffen worden (siehe Kap.
3.2.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Versuche mit Matriximmobilisation nicht
weiter gefuhrt.

3.5 Versuche zur Zielsteuerung von VP1-Kapsiden

35.1 Hintergrund

Die letzten beiden Studien im VP1-Transfersystem behandeln die Méglichkeit der
Zielsteuerung von Kapsiden auf eine ausgesuchte Zellpopulation. Im ersten Beispiel
wurde die Moglichkeit einer generellen Kopplung von Proteinen Uber Biotin-
Streptavidin-Wechselwirkung untersucht, im zweiten der konkrete Fall einer Zielsteue-
rung tber den humanen Wachstumsfaktor EGF behandelt.

3.5.2 Kopplung von Modulen an die KapsidauRenhulle mit dem Bio-tag

Die Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung gehort zu den stérksten nichtkovalenten in
der Natur. Sie ist daher eine attraktive Moglichkeit, Proteine zu verknipfen; dieses
Prinzip wird bereits in Versuchen zur Gentherapie angewandt (Smith 1999). Zur Bio-
tinylierung von VP1 wurde eine Sequenz in den VP1-Expressionsvektor pET21-
VP1CalSInt einkloniert, die in einer randomisierten Peptidbibliothek als kurzes Motiv
identifiziert wurde, das von E. coli in vivo an einem Lysinrest biotinyliert wird (Schatz
1993). Es konnte gezeigt werden, dass mit diesem Motiv, dem Bio-tag, auch fusionierte
Proteine spezifisch an dieser Stelle biotinyliert werden kdnnen (Tucker 1996, Tatsumi
1996).

Die Bio-tag-Sequenz (LGGIFEAMK MEWR im Ein-Buchstaben-Code; das biotiny-
lierte Lysin ist fett gezeichnet) wurde mit je zwei flankierenden Glycin-Serin-Linkern
hinter die Aminosaure Valin 148 in den VP1-Expressionsvektor kloniert (Abb. 3-9)
(pBTV/Int, Oligos: btv-N, btv-C). Bio-tag-VP1 (BTV) konnte |6slich in E. coli expri-
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miert und bel Koexpression des fir Biotin-Ligase kodierenden bir4-Gens (Chapman-
Smith 1994) biotinyliert werden, wie mit Western-Blotting und ELISA gezeigt wurde.
Trotzdem gelang es nicht, BTV in fur weitere Versuche ausreichenden Mengen herzu-
stellen, da die Loslichkeit nach der Abspaltung des Inteins stark abnahm: das Protein
aggregierte quantitativ auf der Chitinaffinitdtssaule. Auch durch Zusatz von Aggregati-
onshemmern, beispielsweise Arginin, in den Reinigungspuffern konnte keine wesentli-
che Erhohung der Ausbeute von BTV ereicht werden. Da zeitgleich in der Arbeits-
gruppe alternative Systeme zur Kopplung von Ziel steuerungsmodul en an die Oberflache
von VP1 entwickelt wurden und diese wesentlich leichter darzustellen waren, wurden
die Experimente mit BTV nicht fortgefuhrt.
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Abb. 3-9. Konstruktion von pBTV. Mit Oligonukleotiden (rote Pfeile), die die Sequenz des Bio-tags trugen, wurde der gesamte
VP1-Expressionsvektor amplifiziert. Nach Phosphorylierung der Enden konnte das lineare PCR-Produkt wieder zum Vektor ligiert
werden.

3.6 Zielsteuerung uber den EGF-Rezeptor

3.6.1 Vorbemerkungen

In diesen Versuchen wurde die Méglichkeit untersucht, den EGF-Rezeptor (EGF-R),
der auf einigen Krebszellen Uberexprimiert wird, zur Zielsteuerung in der Gentherapie
einzusetzen. Beispiele daflr existieren (Kikuchi 1996, Chen 1998a, Chen 1998b); in
einer Kooperation mit dem RIKEN Tsukuba Institute, Japan, wurden grundlegende Ar-
beiten im Rahmen zweler verschiedener Strategien durchgefihrt:

Zielsteuerung von Retroviren (Mo-MLV = Moloney-Murine Leukemia Virus), in
deren Hulle der humane Epidermale Wachstumsfaktor (EGF) inseriert wurde
(Arbeiten von Masumi Katane);

Zielsteuerung von VP1-Kapsiden, die EGF entweder als in das Hullprotein inse-
rierte Sequenz tragen oder an die EGF mit anderen Methoden gekoppelt wurde
(eigene Arbeiten).

Vor der Konstruktion EGF exponierender Varianten wurden verschiedene Zelllinien
auf die Expression von EGF-R hin untersucht und eine kiinstliche Zéelllinie etabliert, die
den EGF-R definiert Gberexprimiert.
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3.6.2 Analyseder EGF-R-Expression in verschiedenen Zelllinien

Die Zélllinien A431 (squamous skin carcinoma), UTMG und U251 (beides Glio-
ma), die den EGF-R Uberexprimieren (Katayama 1999), sowie die Zelllinien NIH 3T3
(murine Fibroblasten) und 293T (humane transformierte Nierenzellen) wurden Uber
Western-Blotting mit einem EGF-R-Antikorper auf die Expression von EGF-R hin
Uberpruft.

Dazu wurden die entsprechenden Zellen kultiviert, durch Abschaben von der Zell-
kulturschale gewonnen und gleiche Mengen (Bradford-Proteinbestimmung) auf ein Gel
aufgetragen (genauere Beschreibung siehe Kap. 2.4.7 und 2.4.8). Nach Western-
Blotting erkennt man (Abb. 3-10):

nur unspezifische bzw. &ulRerst schwache Banden in den Zelllinien NIH 3T3 und
293T;

eine sehr starke Bande auf der H6he des EGF-R fir die Zdlllinie A431;

schwache, aber erkennbare Banden auf derselben Hohe in den Zelllinien US7TMG
und U251 (Intensitét ca. 100-mal niedriger alsin den A431-Zellen).
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Abb. 3-10. Western-Blot mit EGF-R-Antikérpern von Lysaten verschiedener eukaryotischer Zdllinien. (1), 293T, (2), NIH 3T3, (3),
A431, (4), U251, (5), UBTMG. Der Pfeil markiert die Hohe der EGF-R-Bande.

Die A431-Zé€lllinie ist aso ein gutes Modell fir eine Zielsteuerung von Viren und
Kapsiden Uber den EGF-R. Allerdings fehlt fir eine genaue Untersuchung der spezifi-
schen Zielsteuerung eine entsprechende Zelllinie, die den EGF-R nicht Uberexprimiert
(und die daher nicht transfiziert werden sollte). Vergleiche zwischen verschiedenen
Zdllinien (z.B. A431 und NIH 3T3) sind nur eingeschrénkt sinnvoll, da sie sich oft in
wichtigen Prozessen wie Aufnahme, Genexpression usw. betréchtlich unterscheiden
(vgl. dazu Kap. 4.3.15).

Aus diesem Grund sollte auch eine natirlicherweise den EGF-R nicht Uberexprimie-
rende Zélllinie stabil mit einem EGF-R-Expressionsplasmid transfiziert werden. Fir
diesen Versuch wurden die NIH 3T3-Zellen ausgewahlt, da sie dem nattrlichen Wirt
beider hier untersuchter Systeme (Mo-MuLV und Polyomavirus) entsprechen.
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3.6.3 Erzeugungder Z€llinie NE13

Zur Erstellung einer Zelllinie, die den EGF-R stabil exprimiert, wurde das Plasmid
pCO12, das eine Expression von EGF-R in eukaryotischen Zellen erlaubt (Velu 1989),
mit dem Plasmid pSV2neo, das eine Selektion auf Neomycin-Resistenz erlaubt, in
NIH 3T3-Zdllen kotransfiziert (siehe Kap. 2.4.11). Nach zweiwdchiger Selektion mit
dem Antibiotikum G418 waren Kolonien resistenter Zellen heran gewachsen; Zellkultu-
ren, die zur Kontrolle mit Plasmiden ohne Resistenzmarker transfiziert wurden (so ge-
nannte mock-Transfektion), waren zu diesem Zeitpunkt vollsténdig abgetotet.

18 Kolonien wurden isoliert, angezogen und vermehrt und mittels Western-Blot auf
EGF-R-Expression hin analysiert. Als Vergleich wurden Lysate der Zelllinien NIH 3T3
(Negativkontrolle) sowie A431 (Positivkontrolle) verwendet. Gleiche Mengen von 16
der 18 Lysate (zwel Lysatpraparationen erwiesen sich als zu niedrig konzentriert, um
analysiert zu werden) sowie der beiden Kontrollen wurden gelelektrophoretisch aufge-
trennt und dann einem Western-Blotting mit EGF-R-Antikdrper unterzogen; das Ergeb-
nisist in Abb. 3-11 dargestellt.

M N A 1 3 45 6 7 8

!F!s_ - mm

9 M 10 12 13 14 185 17 18

ub i | EELE o

Abb. 3-11. Anayse der EGF-R-Expression einzelner Kolonieklone durch Western-Blotting zweier SDS-Polyacrylamidgele. Die
Hohe der EGF-R-Bande ist durch einen Pfeil markiert. M, Molekularmassenstandard (kein Signal im Western-Blot), N, Kontrollly-
sat von NIH 3T3-Zéllen (keine EGF-R-Expression detektierbar), A, Kontrolllysat von A431-Z€len (starke EGF-R-Uberexpression).
1-18, Bezeichnung der Kolonieklone.
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Die Expression von EGF-R variiert betrachtlich von Klon zu Klon; man vergleiche
beispielsweise den Klon 6 (nicht detektierbare Expression) mit den Klonen 13 und 14
(Expression stérker als die der Positivkontrolle (A431-Zellen)). DaKlon 13, im Folgen-
den als NE 13 bezeichnet, schneller kultiviert werden konnte als Klon 14, wurde diese
Zdlllinie vermehrt und zur Lagerung kryokonserviert.

3.6.4 Ziesteuerung von Mo-MLV-basierten Retroviren mit Hilfe von EGF

Diein diesem Kapitel skizzierten Versuche wurde alle von Herrn Masumi Katane am
Institut fir Physikalische und Chemische Forschung (RIKEN) unter der Anleitung von
Herrn Dr. Hiroshi Amanuma durchgefihrt. Sie sind allerdings auch fur die hier vorlie-
gende Arbeit von Bedeutung, da sie auf Erkenntnissen der EGF-R-Expression in euka-
ryotischen Zellen aufbauen und die erstellte Zelllinie NE 13 fur diese Experimente es-
senziell ist. Die folgenden Informationen beruhen auf personlichen Mitteilungen von
Masumi Katane und Hiroshi Amanuma.

Auf Basis von Computermodellierungen wurden sieben verschiedene Varianten des
Hullproteins env des Moloney-Murine Leukemia Virus (Mo-MLV) erstellt; ale Vari-
anten waren chimére Proteine, die den humanen epidermalen Wachstumsfaktor (EGF)
als Insertion trugen. Diese Viren, die von speziellen Verpackungszelllinien (verwendete
Zélllinien sind beispielsweise Bosc23, 293T, Anjou65) produziert wurden, sollten dann
nur noch Uber den EGF-Rezeptor aufgenommen werden, nicht aber Uber den natirli-
chen Rezeptor fur Mo-MLV, den env-Rezeptor.

Das Hauptproblem in diesem Ansatz war die Produktion der chiméaren Viren in aus-
reichender Menge; offensichtlich gab es hier sowohl Probleme in der Prozessierung der
chiméren Proteine als auch in der erfolgreichen Kotransfektion der notwendigen Ver-
packungsplasmide.

Allerdings konnten schon erste Erfolge im spezifischen Targeting mit Hilfe dieser
Viren erzielt werden. Nach Selektion stabil transfizierter Verpackungszelllinien auf der
Basis von TELCeB6-Zellen besalRen die Uberstande eine geringe, aber detektierbare
Infektiositat gegeniiber NE 13-Zellen (Titer 1-10%ml), aber keine Infektidsitdt gegen-
Uber NIH 3T3-Zéllen.

Zurzeit wird eine Optimierung der Produktion der chiméren Viren durchgefihrt. Die
im Rahmen dieser Arbeit etablierte Zelllinie NE 13 wird eine bedeutende Rolle in den
weiter fuhrenden Experimenten zur Zielsteuerung der Viren spielen, da sie einen genau-
en Vergleich mit der nativen Zelllinie NIH 3T3 und damit eine Evaluierung des spezifi-
schen gegeniber des unspezifischen Targetings ermdglicht. Ebenso wird die hier aufge-
fuhrte Evaluierung des Expressionsniveaus von EGF-R in verschiedenen eukaryoti-
schen Zellen Grundlage fur eine erste vergleichende Anwendungsstudie sein.

3.6.5 Ziedsteuerung von VP1-Kapsiden mit Hilfevon EGF

EVP: chimare EGF-VP1-Konstrukte. Zur Zielsteuerung von VP1-Kapsiden auf
EGF-R Uberexprimierende Zellen wurde ein Fusionsprotein aus humanem EGF und
VP1 konstruiert. In Modellierungsstudien wurde zunéchst eine Modellstruktur von hu-
manem EGF anhand der verdffentlichten Struktur von murinem EGF (PDB-Eintrag:
3EGF; 62 % ldentitét mit humanem EGF) erstellt (Abb. 3-12a) und die vorgesehenen
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Linkerregionen, die der pro-EGF-Sequenz entnommen wurden, daran modelliert
(Abb. 3-12b). Eine Analyse dieses Modells ergab nach lokalen Minimierungen und Re-
laxierung von Seitenketten keine sterischen Fehler, unerlaubten Winkel etc. Uber das als
normal zu betrachtende Mal3 hinaus (d.h., die Qualitét entsprach der verdffentlichter
Rontgenkristall- oder NMR-Strukturen).

Zur Insertion dieses Peptids in die AulRenseite des Hullproteins VP1 (Abb. 3-12c)
wurden zwel Positionen als mogliche Kandidaten identifiziert: Valin 148 und Asparagin
294; diese Positionen wurden auch schon in vorhergehenden Studien fir eine Insertion
in VP1 heran gezogen (Schmidt 2000b, Stubenrauch, Dissertation in Vorbereitung,
Gleiter 1999).

Zur Modellierung der Fusionsproteine 148-EVP (Abb. 3-12e) und 294-EVP
(Abb. 3-12d) wurden lediglich die Bindungswinkel der Glycine der Linkerregionen an-
gepasst, um eine Insertion zu ermdglichen. Eine Analyse der Strukturen ergab nach
Relaxation und gemaliigter lokaler Energieminimierung keine schwer wiegenden Ver-
letzungen wie sterischer Uberlappungen oder verletzter Winkel und Bindungsl angen.

Die Linkersegmente sollten flexibel genug sein, um ein Ausweichen der EGF-
Doméanen im Pentamer zu ermoglichen. Die Position der EGF-Domaéne in beiden Vari-
anten lief3 aul3erdem den Schluss zu, dass die nattrliche Aufnahme von VP1, die Uber
eine Wechselwirkung mit Sialyllaktose auf der Zelloberflache statt findet (Stehle 1994),
zumindest sterisch behindert und wahrscheinlich sogar unterbunden wird. Die beiden
EVP-Varianten wurden daher im Rahmen der Aussagekraft einer Computermodellie-
rung als sinnvoll bewertet.

Zur Konstruktion (Abb. 3-13) wurde zun&chst eine stille QuikChange-Mutagenese
im Bereich der kodierenden Region der Chitinbindungsdoméane von VP1 durchgefihrt,
die eine existierende Sacll-Schnittstelle entfernte (pV P1DSac, Oligos. VP1deltaSacplus,
VP1deltaSacminus). Zur Einklonierung des EGF-DNA-Fragments wurden dann Sacll-
Schnittstellen nach den Basen fir Aminosaure 148 (p148Sac, Oligos: VP1EGF148plus,
VP1EGF148minus) bzw. 294 (p294Sac, Oligos. VP1EGF294plus, VP1EGF294minus)
eingefuhrt und dann das EGF-Konstrukt, das ebenfalls Sacll-Schnittstellen an seinen
beiden Termini trégt, in diese Vektoren eingebracht (p148-EVFP und p294-EVF, Klo-
nierung durch Restriktion mit Sacll und Ligation). Erste Expressionstests zeigten, dass
beide Varianten loslich in E. coli exprimiert wurden, aber in Reinigungsversuchen tber
die Chitinaffinitatssdule befand sich das Protein quantitativ im Durchlauf (Daten nicht
gezeigt). Mit grofder Wahrscheinlichkeit kam es bei der in der Konstruktion durchge-
fuhrten stillen Mutation im Bereich der Chitinbindungsdoméne zu Fehlern, die deren
Bindungskapazitét zerstorte. Daher wurden die chimédren EVP-Gene noch einmal aus
den Vektoren ausgeschnitten (Restriktion mit Ndel und Smal) und zurtick in den Origi-
nal-V P1-Inteinvektor (pET21-VP1CalSInt) kloniert (148-EVP und 294-EVP).
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Abb. 3-12. Moddllierung von Insertionschiméren von EGF in VPL1. (a), Struktur von murinem EGF (PDB-Eintrag 3EGF). (b),
Modell von humanem EGF mit N- und C-terminalen Linkersequenzen. (c), Struktur eines Polyoma-V P1-Monomers. (d), Modell der
Chimére 294-EVP. (e), Moddll der Chimére 148-EVP. Die EGF-Anteile in (d) und (€) sind rot gezeichnet. N, C: N- bzw. C-Termini
der EGF-Strukturen.
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Abb. 3-13. Konstruktion der EVP-Varianten. Nahere Erlauterungen im Text. QC=QuikChange-M utagenese.

Eine Expression und Reinigung dieser Proteine tUber die Chitinaffinitatssiule war
prinzipiell moglich. Allerdings kam es bel den EVP-Varianten — wie schon bei der
Mutante BTV — zu einer starken L6slichkeitsabnahme nach Abspaltung des Inteins, so
dass der Hauptteil des Proteins in Form unlgslicher Aggregate auf der Chitinmatrix zu-

ruck blieb und erst durch Regeneration der Saule mit 0.5 % SDS-L6sung eluiert wurde
(Abb. 3-14).
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M  Elutionsfrakiionen S

Abb. 3-14. Analyse der Elutionsfraktionen einer EVP-Prdparation mit Western-Blotting gegen EGF. M, Molekularmassenstandard,
S, Eluat der SDS-Regeneration. Aufgetragen wurden je 5 pl (Elutionsfraktionen) bzw. 0.5 pl (SDS-Regeneration). Das Eluat zeigt
das fir VP1 charakteristische Abbaumuster.

Auch durch Verfolgung verschiedener Strategien gelang es nicht, die Ausbeute an
[6slichem EVP signifikant zu erhdhen. So blieb der Zusatz von Arginin in den Auf-
schluss- und Reinigungspuffern genauso wirkungslos wie der des Reduktionsmittels
DTT oder die Verwendung eines definierten Redoxsystems aus reduziertem und oxi-
diertem Glutathion in Konzentrationen zwischen jeweils 1 und 10 mM. Auch die Ex-
pression in speziellen Stdmmen, in deren Zytosol durch Thioredoxinreduktase-
Defizienz ein erhdhtes (AD494(DE3), NOVAGEN) bzw. durch Thioredoxinkoexpression
ein erniedrigtes (pT-Trx-BL21(DE3), Yasukawa 1995) Redoxpotenzial herrscht und
somit eine Expression eukaryotischer, Disulfidbriicken enthaltender Proteine in vielen
Féallen ermdglicht wurde, blieb ohne Erfolg. Eine Erhohung der Loslichkeit blieb auch
bei Koexpression der Chaperone GroESL (pT-groE-BL21(DE3), Y asukawa 1995). Al-
lein die Verwendung von Tensiden im Aufschlusspuffer (Triton-X 100 und Tween 20
zu jewells 0.5 % v/v), was in Falen niedriger Loslichkeit vom Vertreiber des Inteinsy-
stems (NEB) vorgeschlagen wird, fihrte zu einer ca. vierfachen Erhéhung der Ausbeute
an l6slichem EVP (Eluatkonzentration ca. 20 pg/ml, Gesamtausbeute < 100 pg). Dieses
konnte dann zehnfach konzentriert werden, ohne zu aggregieren.

Die so zur Verfigung stehenden Mengen an EVP erwiesen sich allerdings als zu ge-
ring, um mit nichtradioaktiven Methoden Aufnahme- oder Transfektionstests in euka-
ryotischen Zellen durchzufihren. So konnte mit Western-Blots mit Antikdrpern gegen
EGF keine Aufnahme nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Auch VPI1-
Transfektionsuntersuchungen mit EVP blieben ohne klare Aussage; eine Transfekti-
onserh6hung in EGF-R exprimierende Zellen konnte durch Zusatz von EVP nicht &-
mittelt werden, wobei allerdings auch die geringen Konzentrationen und Mengen, in
denen EVP vorlag, keine ausgedehnte Untersuchung erlaubten.
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Kopplung von EGF auf VP1-Kapside mittels polyionischer Wechselwirkungen.
Eine Alternative zur Expression der oben beschriebenen Chiméren ist die Kopplung von
EGF mit Hilfe etablierter Kopplungsmodule, beispielsweise auf Basis von polyioni-
schen Wechselwirkungen mit anschlief3ender Disulfidverbriickung. Dieses Prinzip wur-
de schon erfolgreich zur Kopplung von Antikérpern mit polykationischen Fusionsse-
guenzen auf die Oberflache von VP1-Glu, einer Mutante mit einer polyanionischen In-
sertion, verwendet (Kay Stubenrauch, Dissertation in Vorbereitung; Susanne Richter,
Dissertation in Vorbereitung). Daher sollten hier erste vorbereitende Studien zur Kopp-
lung von EGF Uber eine N-terminal fusionierte poly-Argininsequenz (polyR-EGF)
durchgefihrt werden. Der Vorteil liegt darin, dass polyR-EGF getrennt von VP1 in E.
coli hergestellt und bei Anfallen des Proteins in inclusion bodies in vitro renaturiert
werden kann; fur EGF existieren sehr effektive Ruckfaltungsvorschriften (Chang 1995).

Dazu wurde in den fur die Kopplungen bisher erfolgreichsten Expressionsvektor
PAGR10CAB (Susanne Richter, Dissertation in Vorbereitung), der eine mit zehn Argi-
ninen und weiteren Leitsequenzen fusionierte a-Glucosidase unter der Kontrolle des
tac-Promoters enthdlt, zundchst mittels QuikChange-Mutagenese eine Sacll-
Schnittstelle eingefugt (PAGR10Sac, Oligos: srisacplus, srisacminus). In diesen Vektor
kann eine beliebige DNA-Sequenz zur Expression als Fusion mit der polykationischen
leader-Sequenz einkloniert werden (Abb. 3-15).

Beide EGF-Varianten (mit und ohne Linkersequenz) wurden in den Vektor
PAGR10Sac kloniert (ppolyRIEGF bzw. ppolyRrEGF; Klonierung durch Sacll-
Restriktion und Ligation) und in mehreren E. coli-Stdmmen exprimiert (pUBS-EcoB,
pUBS-C600). Eine Expression war allerdings lediglich im Stamm pUBS-EcoB mit We-
stern-Blotting detektierbar und auch dort nur sehr gering (< 300 pg/L Bakterienkultur).

Daher wurde das gesamte Fusionskonstrukt polyREGF (EGF-Varianten jeweils mit
und ohne Linker) in die Vektoren pET19b und pET11a umkloniert, die eine Expression
unter Kontrolle des starken T7/lac-Promoter erméglichen (Konstruktion: Einfuhrung
neuer Schnittstellen mit PCR, Restriktion und Ligation in den gleichfalls restringierten
Vektor; Oligos. r10c5nde, r10c3bam; Schnittstellen: Ndel, BamHI). Expressionstest der
Konstrukte in pET19b waren wesentlich erfolgreicher als die im urspringlichen Expres-
sionssystem (Ausbeute ca. 5-10 mg/l Kultur), so dass nun Studien zur Ruckfaltung und
Kopplung von polyR-EGF an die Kapsidoberflache durchgefiihrt werden kdnnen. Diese
sind allerdings nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

MN-Terminus ¥ M
PAGR10CAB SRR Vi——
kodlerende Sequenz oo JEATCUAGAARCAL. «
MN-Temminus MTISDI{R io" 'TISIHEERE [ata
DAGR] 0Sac kodierende Sequenz oo JJCATCCGEGETAN. «
Sacll

Abb. 3-15. Konstruktion des Vektors pAGR10Sac zur Expression von Proteinen mit polyR-Fusion. Gezeigt sind der N-Terminus
und die korrespondierenden Codons um die eingefiihrte Sacl1-Schnittstelle.
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4.1 Vorbemerkungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das HU-Protein aus dem hyperthermophilen Bakte-
rium Thermotoga maritima, TmHU, in rekombinanten E. coli exprimiert, gereinigt und
sowohl physikochemisch als auch funktionell charakterisiert. Es wurde dann ein Proto-
koll zum effizienten in vitro-Gentransfer eukaryotischer Zellen mit TmHU als eigen-
sténdiges Vehikel oder als Verstarkerzusatz (enhancer) der Lipofektion entwickelt. Die-
ser Ansatz konnte erfolgreich auf ein in vivo-Modellbeispiel Ubertragen werden. Aul3er-
dem konnte am Beispiel von Proteinen gezeigt werden, dass TmHU nicht nur Nuklein-
sauren, sondern auch andere Substanzen effizient in die Zelle einschleusen kann.

4.2 Isolierung und physikochemische Charakterisierung

421 Klonierungder Genefir TmHU und EcoHUa

Thermophile Proteine lassen sich gewdhnlich leicht nach Expression in rekombi-
nanten Escherichia coli-Zellen gewinnen. Zur Expresson von TmHU wurde das
TmHU-Gen unter Verwendung der Primer TmHU-N und TmHU-C in den prokaryoti-
schen Expressionsvektor pET11a (NOVAGEN) einkloniert, der eine Uberexpression unter
Kontrolle des starken T7-Promotors erlaubt (Abb. 4-1) (PCR zur Einfuhrung der
Schnittstellen Ndel und BamHI, Restriktion und Ligation in den gleichfalls restringier-
ten Vektor pET11a). Die fur die Klonierung bendtigte template-DNA (isolierte chromo-
somale DNA aus Thermotoga maritima) wurde freundlicherweise von Christine Welker
und Prof. Dr. Karl-Otto Stetter von der Universitét Regensburg zur Verfligung gestellt.
Das TmHU-Gen wurde nach Klonierung sequenziert; die Sequenz war identisch mit der
in Genbank (Genbank identifier 544141) publizierten Sequenz.

BeoyrmHI
TrmHU
AmplR L Ndlel
17
5.9 kb
lac]
O]
pImHU/T1d

Abb. 4-1. pTmHU/11a, der Expressionsvektor fir TmHU. Dieser Vektor ist Ausgangspunkt fir die spéter beschriebenen TmHU-
Varianten.
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Ebenso wurde auch das hupA-Gen, das fur das HUa-Protein aus Escherichia coli,
EcoHUa, kodiert, in den Vektor pET11a kloniert (Primer EcoHU-N und EcoHU-C, als
template-DNA diente isolierte chromosomale DNA aus Escherichia coli) und die DNA-
Sequenz durch Sequenzierung tberprift. EcoHUa wurde als mesophiles Referenzpro-
tein im DNA-Schmelzexperiment (Kap. 4.2.6) verwendet. Im Gegensatz zu Thermotoga
maritima, T0r das nur ein einziges, homodimeres, HU-Protein bekannt ist (Oberto 1995,
Esser 1999d, Christodoulou 1998), gibt esin E. coli zwei bekannte Varianten, die as
Homo- oder Heterodimere vorliegen konnen. Homodimeres EcoHUa ist eine funktio-
nelle Variante, die aus nattrlichen E. coli-Zellen isoliert werden kann (Shindo 1992).

Tabelle 4-1 zeigt einen Sequenzvergleich der beiden Proteine; sie sind — wie ale
Proteine innerhalb der HU-Familie — hoch homolog zueinander (51 % Identitét). Trotz-
dem ist der basische Charakter in TmHU bedeutend stérker ausgepragt als in EcoHU
(25 basische Aminosauren im Vergleich zu 14 bei 90 insgesamt Aminosauren ). Interes-
santerweise enthdlt TmHU, nicht aber EcCoHU, zwei eukaryotische Kernlokalisationsse-
guenzen (in der Tabelle unterstrichen); das Computerprogramm PSORT (Nakai 1992)
errechnete eine Wahrscheinlichkeit von 98 %, dass sich das Protein in einer eukaryoti-
schen Zelleim Kern befindet.

Tab. 4-1. Vergleich der Primérsequenz der HU-Proteine aus Escherichia coli und Thermotoga maritima. |dentische Aminosduren
sind grau unterlegt; die beiden eukaryotischen Kernlokalisationssequenzen (NLS) in TmHU sind unterstrichen.

EcoHUa | MNKTQLIDVI AEKAELSKTQ AKAALESTLA AITESLKEGD AVOLVGEGTE

TmHU MNKKELIDRV AKKAGAKKKD VKLILDTILE TITEALAKGE KVOIVGEGSE

EcoHUa | KVNHRAERTG RNPOTGKEIK IAAANVPAEV SGKALKDAVK

TmHU EVRKAAARKG VNPQTRKPIT IPERKVPKEK PGKALKEKVK

4.2.2 Expression und Reinigung von TmHU und EcoHUa

Beide HU-Proteine konnten in E. coli (Stamm BL21(DE3)) bei 37 °C |6slich expri-
miert werden. Die Begrenzung der Expression auf maximal 1.5 h war essenziell zur
Vermedung proteolytischen Abbaus (Antje Kretzschmar, Dissertation in Vorbereitung).

Bel der Reinigung von TmHU konnte die hohe Thermostabilitét sowie die starke po-
sitive Ladung des Proteins ausgenutzt werden. Durch eine optimierte Hitzeinkubation
far 20 min bei 80 °C konnte schon im capture-Schritt der Reinigung ein Grofiteil der
Wirtsproteine denaturiert und préazipitiert werden, wahrend der Hauptteil von TmHU in
Losung blieb. Restliche Verunreinigungen wurden effizient durch Kationenaus-
tauschchromatographie tGber eine Poros HS-Saule entfernt. Auf diese Art gereinigtes
TmHU-Protein war homogen und frei von Verunreinigungen gemald SDS-PAGE-
Analyse (Abb. 4-2) und UV/VIS-Spektroskopie (Abb. 4-3). Pro Liter LB-Kultur konn-
ten 20 bis 30 mg gereinigtes Protein gewonnen werden. Eine Analyse mit Elektronen-
Sprayionisierungs-Massenspektroskopie, die freundlicherweise von Angela Schierhorn
und Peter Ricknagel durchgefiihrt wurde, ergab eine molekulare Masse von 9994.0 Da,
in Ubereinstimmung mit der theoretisch berechneten Masse.
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Abb. 4-2 SDS-Polyacrylamidgel der Reinigung von TmHU aus rekombinanten E. coli-Zellen. (1), Rohextrakt; (2), Uberstand nach
Hitzeinkubation; (3), Molekularmassenstandard; (4), Eluat der Poros HS-Saule. Die Molekularmassen sind links neben dem Gel
aufgetragen.

Fir eine Verwendung in Zellkultur, im Tierversuch in vivo und in spéteren therapeu-
tischen Anwendungen ist eine Entfernung so genannter Endotoxine, das sind bakterielle
Zellwandbestandteile, die in extremem Mal3e pyrogen sind, essenziell. Mit dem Limu-
lussAmobozyten-Lysattest 18sst sich der Gehalt an Endotoxinen quantifizieren; eine
Bestimmung ergab hier eine Endotoxinkonzentration von 204 EU/ml (EU = endotoxin
units). Auch wenn diesimmer noch zu hoch fir eine Anwendung in Menschen wére, ist
eine stringente Reinigung erfolgt, die eine Verwendung in vivo rechtfertigt. Zum Ver-
gleich: die Endotoxinkonzentration nach einer fur das VP1-Protein verwendeten Intein-
Affinitésreinigung lag um drei Grof3enordnungen hoher.

Fir eine kommerzielle Verwendung eines Proteins ist es vorteilhaft, wenn es in
Hochzelldichtefermentoren kostengiinstig produziert werden kann. Die effiziente Pro-
duktion von TmHU in Fermentationsprozessen wird zurzeit im Rahmen der weiter fiih-
renden Arbeiten von Antje Kretzschmar Uberpruft.

Die Reinigung von EcoHUa, das lediglich fir Vergleichsstudien heran gezogen
wurde, erfolgte ohne den Hitzeinkubationsschritt, nur Uber eine Einschrittchromatogra-
phie mit dem Kationentauscher Poros HS. Auf diese Art konnte zu mehr als 95 % reines
EcoHUa gewonnen werden (Ausbeute ca. 20 mg/l).
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4.2.3 Charakterisierungvon TmHU

Das UV/VI1S-Spektrum (Abb. 4-3) zeigt die weitgehende Transparenz von TmHU im
Bereich > 240 nm aufgrund fehlender Cysteine, Tryptophane und Tyrosine und ist ein
zusétzlicher Beleg fur die hohe Reinheit des Proteins. Die geringe Absorption um
257 nm ist auf drei Phenylalaninreste im Protein zurlickzuf ihren.
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Abb. 4-3. UV/VIS-Absorptionsspektrum von TmHU in PBS (0.5 mg/ml, 0.1 cm-Klvette). Das Protein enthdlt weder Tryptophane
noch Tyrosine oder Cysteine und absorbiert daher nicht bei 280 nm. Die geringe Absorption um 260 nm ist auf die Phenylaanine
zurtickzufthren.

Das CD-Spektrum (Abb. 4-4) unter nativen Bedingungen zeigt die fur ein stark a-
helikales Protein charakteristischen Minima bei 209 und 220 nm. Im Gegensatz zu ver-
offentlichten Daten zum HU-Protein aus Bacillus subtilis (Welfle 1992) konnte keine
Abhangigkeit des CD- oder NMR-Spektrums von der NaCl-Konzentration festgestellt
werden (Daten nicht gezeigt). Eine Auswertung des Spektrums mit dem Programm
CDNN (B6hm 1992b) ergab folgende Sekundéarstrukturanteile: a-Helix 53 %, b-Sheet
9%, Turn 16 %, Random Coil 24 %. Diese Werte stimmen im Wesentlichen mit den
Daten Uberein, die fur ein Strukturmodell von TmHU ermittelt wurden (Kap. 4.2.4).

Auch nach 24-stindiger Inkubation in 8 M GdmCI konnte TmHU nicht vollsténdig
zum random coil denaturiert werden; das CD-Spektrum zeigt immer noch Restanteile
von Struktur, die allerdings auf wenige turns beschréankt sein sollten.

Chemische Quervernetzungsversuche mit dem crosslinker Glutaraldenyd sowie
analytische Ultrazentrifugation zeigten, dass TmHU in einem Konzentrationsbereich
zwischen 50 und 500 pg/ml als Dimer vorliegt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4-4. (a), Fern-UV-CD-Spektrum von TmHU in PBS. Im Spektrum des nativen Proteins dominieren die fir a-helikale Proteine
typischen Minima bei 209 und 220 nm. (b), Fern-UV-CD-Spektrum von TmHU in 8 M GdmCI. Das Spektrum ist zum gréfden Teil
charakteristisch fur ein denaturiertes Protein, allerdings liegt es nicht vollsténdig in der random coil-Konformation vor. Strukturelle
Restelemente wie beispielsweise turns bleiben erhalten. Unterhab einer Wellenldnge von 225 nm streuten die Messwerte aufgrund
der durch die hohe Salzkonzentration hervorgerufenen Absorption zu stark.
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424 Thermostabilitat von TmHU

Da der Schmelzpunkt (T) von TmHU zu nahe am Siedepunkt von Wasser liegt,
musste durch den Zusatz von Guanidinium-Hydrochlorid (GdmCI) das Protein zusétz-
lich destabilisiert werden, um eine zuverlassige Messung des thermisch induzierten
Uberganges zu ermdglichen. Der T, eines Proteins zeigt eine lineare Abhangigkeit von
der GdmCI-Konzentration (Welker 1998); nach Variation der GdmCIl-Konzentration
kann dann der tatséchliche Schmelzpunkt ohne GdmCI-Zusatz durch Extrapolation be-
stimmt werden. Schmelzpunkte wurden durch Messungen des Circulardichroismus bei
220 nm im Bereich zwischen 25 °C und 100 °C (0.5 °C/min) ermittelt; das Maximum
der ersten Ableitung der erhaltenen Kurve (Abb. 4-5a) stellt dabei den Ty, dar. Fir
GdmCl-Konzentrationen von 0.23 M, 0.46 M, 0.72 M und 0.95 M wurden T-Werte
von 93.5°C, 90.5 °C, 87.5 °C und 84.5 °C erhalten (Abb. 4-5b). Bei einer Extrapolation
gegen 0 M GdmCI erhalt man einen Ty, von 96 °C; dieser liegt damit Uber der maxima-
len Wachstumstemperatur von Thermotoga maritima (85 °C). Nach der Aufheizphase
wurde das Protein wieder abgekuhlt. Die Denaturierung ist reversibel: das CD-Signal
kehrte bei Renaturierung fast auf seinen Ausgangswert zurtick. Die ermittelte Rickfal-
tungsrate betrug 88 % (Abb. 4-5c).
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Abb. 4-5. Temperaturinduzierte Entfaltung von TmHU mit ansteigendem Zusatz von GdmCI. (a) Erste Ableitung des CD-Signals,
(#)0.23M, (V) 046 M, (m) 0.72 M, (<>) 0.95 M GdmCI wurden zugefiigt, um die Schmelztemperatur herab zu setzen. (b) Auftra-
gung der in (a) ermittelten Schmelztemperaturen gegen den Zusatz an GAmMCI. Nach linearer Extrapolation gegen 0 M GdmCI erhdlt
man eine Schmelztemperatur von 96 °C. (¢) Thermischer Ubergang von TmHU mit einer Konzentration von 0.95 M GdmCl im
Puffer; die hohe Reversibilitét der Entfaltung wird deutlich. (@) Aufheizphase, (O) Abkihlphase.
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425 Moddlstruktur von TmHU

Aufgrund der hohen Homologie zu HU-Proteinen, deren Struktur schon bekannt ist,
insbesondere zu dem zu 60 % identischen Homolog aus Bacillus stearothermophilus,
BstHU (White 1989, Vis 1995), konnte die Struktur von TmHU mit hoher Sicherheit
modelliert werden. Die Modellierungsarbeiten wurden von Gerald Bohm mit dem Pro-
gramm Modeller 4 (Sali 1993) durchgefihrt, das Ergebnis ist in Abb. 4-6a dargestellt.
Die Struktur ist den schon verdffentlichten HU-Strukturen sehr d@hnlich. TmHU zeigt im
Vergleich mit weniger temperaturstabilen Proteinen fir thermophile Proteine charakte-
ristische Merkmale, beispielsweise eine hohe Packungsdichte im hydrophoben Kern
und Netzwerke von Wasserstoffbricken (Bohm 1992). Auch die Struktur des
TmHU:DNA-Komplexes konnte modelliert werden, da die Struktur des homologen
(37 % ldentitét) integration host factor |HF aus E. coli bekannt ist (Rice 1996). Die
Interaktion mit der DNA erfolgt hauptsachlich in der kleinen Furche; diesinduziert eine
betréchtliche Biegung der DNA-Helix (Abb. 4-6b) um 160°.

Abb. 4-6. Moddllstruktur von TmHU. (a) Schematische Dargtellung des TmHU-Dimers, basierend auf Homologiemodellierung
nach der NMR-Struktur von BstHU. Die Position zusétzlich in TmHU vorkommender positiv geladener Aminosduren ist mit einem
roten Punkt gekennzeichnet; sie konzentrieren sich auf die DNA-Bindungsregion und die Dimerisierungsregion. (b) Modell der
Interaktion zwischen TmHU und DNA, basierend auf den Koordinaten des E. coli IHF-DNA-Komplexes. Interaktionen finden
hauptséchlich in der kleinen Furche und mit dem Phosphatriickgrat der DNA statt. Der Strangbruch in der DNA ist Tell der Kom-
plexstruktur aus IHF und DNA.
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TmHU weist gegeniiber anderen HU-Homologen einen weitaus héheren Anteil an
positiven Ladungen auf. Im Vergleich zu BstHU sind diese zusétzlichen Ladungen so-
wohl in der DNA-Bindungsregion als auch im Dimerisierungsbereich konzentriert
(Abb. 4-7), wo sie an der Ausbildung von Salzbriicken beteiligt sind. Dies resultiert
insgesamt in einem zu 33 % starkeren elektrischen Dipolmoment (Abb. 4-7) von TmHU
gegenuber BstHU. Einer der Griinde fur das erhohte Dipolmoment kdnnte eine daraus
resultierende stérkere Bindung von TmHU an die DNA auch bel héheren Temperaturen
sein.

TmHU

Abb. 4-7. Vergleich der elektrostatischen Oberfléchenpotenziale von BstHU und TmHU, berechnet mit dem Programm GRASP.
Die Potenzide sind identisch skdiert; TmHU zeigt ein wesentlich grof3eres positives Potenzial als BstHU.
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4.2.6 Bindungvon DNA durch TmHU

Zur Bindung von HU-Proteinen an DNA gibt es wenige genaue Messungen, haupt-
séchlich Gelshiftanalysen (Cann 1995, Coombs 1996, Castaing 1995). In dieser Arbeit
wurde eine spektroskopische Methode gewahlt, die Plasmonoberflachenresonanz (SPR),
umn die DNA-TmHU-Interaktion prazise zu analysieren. Dazu wurden dsDNA-
Fragmente verschiedener Lange (1 000 bp, 56 bp, 23bp), die mit jeweils einem bio-
tinylierten und einem nicht biotinylierten Oligonukleotid entweder mit PCR (1 000 bp,
56 bp) oder durch Dimerisierung (23 bp) synthetisiert wurden, auf einen Streptavidin-
Chip (BIACORE AB) gekoppelt.

Fur die drei verschiedenen Fragmente wurden unterschiedliche Bindungscharakteri-
stika ermittelt. Eine Messung der Bindung an das 1 kb-Fragment konnte nicht zuverlas-
sig durchgefiihrt werden, da sich kein Gleichgewichtssignal einstellte; eventuell wird
hier aufgrund der Flexibilitét der DNA die physikalische Grenze der Messmethode &-
reicht. Dagegen zeigt eine Untersuchung der Bindung an das 56 bp-Fragment eine sig-
moidale, hoch kooperative Bindungscharakteristik (Abb. 4-8a). Der in der semi-
logarithmischen Auftragung (Abb. 4-8b) zu beobachtende Signalanstieg bei hohen
Konzentrationen ist wahrscheinlich auf unspezifische Wechselwirkungen von TmHU
mit schon bestehenden Komplexen zurtickzufiihren. Nach Korrektur dieses Anteils
konnte eine Hill-Gleichung mit drei Parametern an die Messdaten angepasst werden;
dabei erh@lt man eine Dissoziationskonstante Kp = 73 nM und einen Hill-Parameter von
7.6, der die hohe K ooperativitét der Bindung beschreibt.

Bel Messungen mit dem 23 bp-Fragment wurde ebenfalls eine Dissoziationskon-
stante Kp= 73 nM errechnet; allerdings ist diese Bindung durch eine deutlich niedrigere
Kooperativitat mit einem Hill-Koeffizienten von nur 1.3 gekennzeichnet.

Durch Vergleich des bei maximaler Sdttigung mit TmHU erhaltenen Resonanz-
signals und der auf dem Chip immobilisierten Menge an DNA |&sst sich, da die jeweili-
gen molekularen Massen bekannt sind, die Stochiometrie der Bindung von TmHU an
DNA berechnen (siehe Kap. 2.5.2). Die auf diese Weise ermittelte Anzahl der Bin-
dungsstellen auf dem 56 bp- und dem 23 bp-Fragment erlaubt eine Berechnung der
Bindungslange von TmHU auf DNA; sie betrug 9.9 bp bei dem 56 bp-Fragment und
9.1 bp bel dem 23 bp-Fragment. Dies bedeutet @ne Bindungslange von neun bis zehn
Basenpaaren pro TmHU-Dimer.
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Abb. 4-8. Messung der Bindung von TmHU an DNA-Fragmente verschiedener Lange mit SPR. () SPR-Daten, korrigiert um die
unspezifische Interaktion in (b) bei Konzentrationen tber 100 nM TmHU. (®) 56 bp dsDNA immobilisiert, und ¢4), berechnete
Hill-Kurve (Kp = 73 nM, Hill-Koeffizient = 7.6). (O) 23 bp dsDNA immobilisiert, und (---), berechnete Hill-Kurve (Kp = 73 nM,
Hill-Koeffizient = 1.3). (b) Semilogarithmische Auftragung der SPR-Gleichgewichtssignale; selbst bei sehr hohen Konzentrationen
lasst sich ein gleichmaliiger Anstieg des Signals messen, was auf eine unspezifische Interaktion deutet.



96 Experimente und Ergebnisse: TmHU

4.2.7 TmHU-ver mittelter Schutz von dsDNA vor Aufschmelzen

Zur Untersuchung einer moglichen thermischen Stabilisierung von doppelstréangigen
Nukleinsduren durch TmHU wurde eine synthetische DNA aus alternierenden Des-
oxyadeninen und Desoxythyminen, poly[d(A-T)] (SIGMA), mit einer mittleren Grolie
von 1.5 kb (Bestimmung Uber Agarosegelelektrophorese) in einem Puffer aus 5 mM
Natriumcacodylat, pH 7.0 und 0.2 mM EDTA mit steigenden Mengen an TmHU ver-
setzt und die Absorption bei 260 nm in einem Temperaturbereich zwischen 10 und
90 °C gemessen. Beim Aufschmelzen von dsDNA sinkt die Hypochromizitét, und die
Absorption bei 260 nm nimmt ab. Da TmHU in diesem Bereich transparent ist (siehe
Abb. 4-3), sind die beobachteten Absorptionsanderungen allein auf Veranderungen der
DNA zurtckzufihren.

Wie in Abb. 4-9 gezeigt, schmilzt poly[d(A-T)] ohne Zusatz von TmHU bei einer
Temperatur von 31 °C. Diese aul3erordentlich niedrige Temperatur ist auf die stark arti-
fiziellen Bedingungen zurtickzufiihren (schwache Basenpaarung durch nur zwel Was-
serstoffbriicken pro Paar, sehr niedrige lonenstéarke). Ein Zusatz von TmHU fahrt nun
dazu, dass ein geringerer Teil der DNA bei 31 °C schmilzt und statt dessen ein korre-
spondierender Teil bei einer Temperatur von 78 °C denaturiert. Steigende Zusétze von
TmHU schiitzen auf diese Art grofdere Anteile an DNA; Séttigungen von DNA (berech-
net nach der in Kap. 4.2.5 ermittelten Bindungslange) durch TmHU von 0, 32, 64 bzw.
120 % korrespondieren mit 0, 32, 65 bzw. 86 % thermischem Schutz. Die Abweichung
des letzten Wertes von der sonst guten Korrelation kann durch Randeffekte oder durch
die Heterogenitét der verwendeten DNA erklart werden.

Auch das homologe Protein aus E. coli, das Homodimer EcoHUa, wurde in Denatu-
rierungsexperimenten eingesetzt. Im Gegensatz zu dem Schutz, den das Thermotoga
maritima-Homolog der DNA verleiht, kann ein solcher bei dem mesophilen Protein
nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der starken Aggregation bei Proteinkonzentra-
tionen dber 30 pg/ml und héheren Temperaturen konnte nur die Schmelzkurve fir eine
32-prozentige Séttigung gemessen werden. Wahrend schon bei diesem Séttigungsgrad
ein deutlicher Effekt von TmHU zu messen war, verbreiterte sich im EcoHUa-
Experiment lediglich der Temperaturbereich des Ubergangs, wobei sich der Uber-
gangsmittelpunkt von 31 °C auf 34 °C verschob (Daten nicht gezeigt). Bei Temperatu-
ren Uber 55 °C aggregierten die EcoHUa:DNA-Komplexe quantitativ.
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Abb. 4-9. Thermische Denaturierung synthetischer DNA (poly[d(A-T)]), inkubiert mit steigenden Konzentrationen von TmHU. Alle
Proben enthielten 12 ug DNA und (@) O g, (l) 13 ug, (A) 26 pg, (V) 50 pg TmHU in 600 ul, entsprechend einer Séttigung der
DNA von 0, 32, 64 und 120 % (bel einer Bindung von einem Dimer pro 9 bp). Die Schmelztemperatur wird durch TmHU-
vermittelten Schutz von 31 °C auf 78 °C erhoht.
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4.3 TmHU als Transfektionsagens eukaryotischer Zellen in vitro

4.3.1 Vorbemerkungen

Die folgenden Experimente behandeln den von TmHU vermittelten Gentransfer in
eukaryotische Zellen. Dargestellt sind Vorversuche wie der Nachwels eines DNase-
schutzes durch TmHU, Experimente zur Optimierung der Transfektion sowie Anwen-
dungsbeispiele.

4.3.2 Schutz von DNA vor DNaseabbau

Es wurde zunéchst untersucht, ob TmHU DNA effektiv vor dem Abbau durch Nu-
kleasen schiitzt; dies kann essenziell fur eine hohe Transfektionsausbeute sein. Dazu
wurden je 4 ug Plasmid-DNA in Gegenwart von TmHU (50 pg) oder ohne TmHU e&-
nem DNaseschutz-Assay unterworfen wie in Kap. 2.6.1 angegeben; nach den angege-
benen Zeitpunkten wurden Proben extrahiert und mittels Agarosegelelektrophorese
analysiert (Abb. 4-10).

kbp
23

2.0

D. 83—

M C 5 10 30 &0 min 5 10 30 60 mn

(-} TmHU (+) TmHU

Abb. 4-10. TmHU verleiht DNA einen betréachtlichen Schutz vor DNaseabbau. Selbst nach einer einstiindigen Inkubation bel 37 °C
ist noch ein betréchtlicher Teil der Plasmid-DNA in der supercoiled-Form (Bande bei 4.3 kb). M, DNA-Lé&ngenstandard; C, Unver-
daute Kontrolle.

Die Kontrollproben ohne TmHU-Zusatz zeigen schon innerhalb von 5 Minuten einen
nahezu vollstandigen Abbau der DNA zu Fragmenten unter einer Lange von 1 kb. Da
gegen kann in den Proben mit TmHU selbst nach einer Stunde noch intakte (tberspirali-
sierte, supercoiled) Plasmid-DNA nachgewiesen werden (ca. 25 % der Ausgangsmen-
ge). Das Fehlen stark heterogener Abbauprodukte bei den TmHU-Proben (im Gegensatz
zur Kontrolle) deutet darauf hin, dass einma von der Benzonase angegriffene DNA-
Moleklle sehr schnell vollstandig abgebaut werden und nicht etwa ein paralleler,
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gleichméfdig voran schreitender Abbau aller Plasmide stattfindet. Moglicherweiseist die
Interaktion von TmHU mit linearisierter DNA schwécher as mit Uberspiralisierter
DNA. Das Experiment zeigt, dass TmHU Plasmid-DNA sehr wirksam vor Abbau
schitzt.

4.3.3 Etablierung eineseffizienten Transfektionsprotokolls mit TmHU

Zur Optimierung des TmHU-Transfektionsprotokolls wurde das Reportergen lacZ,
das fur die b-Galaktosidase kodiert, verwendet. Dieses Assaysystem ist gut und schnell
parallel durchfihrbar und eignet sich daher sehr gut zur Optimierung mit einer hohen
Zahl von Transfektionsreihen. Im Gegensatz zu Assaysystemen, bei denen Gesamtzell-
lysate etwa photometrisch analysiert werden, kann bel lacZ-Transfektion die Expression
einzelner Zellen betrachtet werden; dies verschafft groRere Kontrolle in Bezug auf
Fehlerquellen und Artefakte. AuRerdem ist das Plasmid mit 7.2 kb Lange grol3 genug,
um ein realistisches Modellplasmid darzustellen, das einer eventuellen Anwendung n&
her kommt als kleinere. Die Optimierung wurde hauptsachlich nach zwel Kriterien
durchgefihrt: Maximierung der Ausbeute pro well und bezogen auf die eingesetzte
DNA-Menge. Als KenngroR3e fur die Effizienz des Gentransfers wurde die Zahl der
blauen (X-Gal-positiven) Zellen pro pg verwendeter DNA gewdhit. In den folgenden
Abschnitten wird diese Grofse mit der Formel trans./ug (erfolgreich transfizierte Zellen
pro g eingesetzter DNA) bezeichnet.

Vorversuchen zeigten, dass eine Transfektion durch die Zugabe von TmHU zu DNA
maoglich ist. Diese Experimente wurden mit einer hohen DNA-Konzentration durchge-
fahrt (24 pug in 300 ul TmHU in PBS-LAsung; Transfektion von 50 000 Zellen im Well
einer 12-Well-Platte); die Effizienz war sehr niedrig und lag bei 5 trans./ug.

Diese niedrige Grundeffizienz konnte durch die Optimierung verschiedener Parame-
ter bedeutend gesteigert werden.

4.3.4 Massenverhaltnisvon TmHU und DNA

Entscheidend fur eine erfolgreiche Transfektion war der Einsatz von TmHU im La
dungstiberschuss zu DNA. Das optimierte System verwendet ein Massenverhéltnis von
TmHU:DNA = 12.5:1; dies entspricht einem ca. fiinf- bis sechsfachem Uberschuss an
positiver Ladung. Der Vorteil eines solchen Uberschusses ist mit der negativ geladenen
Zellmembran zu erkléren; ein netto positiv geladener Komplex sollte effektiver an die
Zellen binden kdnnen und eine Aufnahme in diese erleichtern. Aul3erdem ist bel einer
derartigen Ubertitrierung der negativ geladenen DNA mit dem positiv geladenen TmHU
offensichtlich eine Aggregatbildung begiinstigt; hohe Transfereffizienzen korrelierten in
vitro meistens mit einer starken Prézipitatbildung. Eine Aggregatbildung bedeutet eine
hohere Wahrscheinlichkeit der Sedimentation von Komplexen auf die Zelloberflache
und damit ein verbessertes delivery an den Bestimmungsort, vorausgesetzt, die Aggre-
gate werden ebenso gut aufgenommen wie kleinere |6sliche Komplexe. Die Ubertitrie-
rung von DNA mit TmHU bei der Transfektion wirkt sich demnach wahrscheinlich aus
zwei Grunden positiv aus. Erstens erhoht sie die Oberflachenkonzentration von Trans-
fektionskomplexen durch Aggregatbildung und zweitens erméglicht sie deren Fixierung
an die Oberflache und Aufnahme durch eine resultierende positive Nettoladung.
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4.35 Wahl desPuffersystems

Verschiedene Parameter des Puffersystems, in dem die Transfektionsmischung ange-
setzt wurde, wurden variiert. Beispiele in der Literatur belegen, dass sich dies signifi-
kant auswirkt, insbesondere eine Variation der lonenstéarke, wenn diese einen Einfluss
auf Form und/oder Grole der gebildeten Komplexe hat (Ogris 1998). Diese Beobach-
tung konnte jedoch im Rahmen der hier durchgefihrten Versuche nicht fir das TmHU-
System bestétigt werden. Ein Abweichen von physiologischen Werten fihrte weder fir
den pH-Wert noch fir die lonenstérke zu einer Transfektionsverbesserung. Im allge-
meinen konnten bei stérkeren Abweichungen morphologische Verénderungen der Zel-
len bis zum Zelltod beobachtet werden. Daher wurden die folgenden Transfektionen
generell unter physiologischen Bedingungen durchgefihrt (in PBS-Puffer).

Glycerol wurde als zehnprozentiger Zusatz zu TmHU-Proben verwendet, um eine
schonende Gefrierung und Lagerung bei —80 °C zu erméglichen. Generell wurden aber
um ca. 25-30 % hohere Transfektionsergebnisse in Puffer erzielt, der kein Glycerol ent-
hielt. Nach Entnahme aus dem Tiefkihlschrank wurde deshalb gegen PBS-Puffer dialy-
siert, um das Glycerol zu entfernen.

Desweiteren wurden noch Zusétze zur Beeinflussung der Prazipitatbildung einge-
setzt. Auf diese Experimente wird weiter unten im Text eingegangen.

4.3.6 Forcierte Prazipitatbildung durch Hitzeinkubation

Schon frihe Beobachtungen des Systems lief3en den Schluss zu, dass eine effiziente
Transfektion mit einer starken Prézipitatbildung korreliert war (siehe Kap. 4.3.4). Aus
Versuchen zur physikochemischen Charakterisierung von TmHU, insbesondere aus den
Experimenten zur thermischen Stabilitdt und dem Schmelzschutz, war bekannt, dass
TmHU-DNA-Gemische insbesondere bei langeren Hitzeinkubationen zur Bildung von
Aggregaten neigten. Daher wurde die Auswirkung der Aggregatbildung durch Hitzein-
kubationen auf die Transfektionseffizienz untersucht.

Dazu wurden Transfektionsgemische bei einer konstanten Temperatur (95 °C) knapp
unterhalb des Schmelzpunktes von TmHU (96 °C) Uber einen Zeitraum von bis zu
60 min erhitzt. Die im Mikroskop sichtbaren Partikel des dabel gebildeten Prazipitats
hatten eine Grofie im Bereich mehrerer Mikrometer. Weiter fuhrende Studien (eigene
Untersuchungen sowie Antje Kretzschmar, Dissertation in Vorbereitung) sowie in der
Literatur dokumentierte Beispiele lassen jedoch vermuten, dass diese makroskopisch
sichtbaren Spezies nicht die alleinig vorliegende Form darstellen, sondern die Komple-
xe eine starke Heterogenitét aufweisen (Ogris 1998, Goula 1998).

Mikroskopische Untersuchungen der Transfektionsansdtze zeigten alerdings, dass
ein Grolieil derart gebildeter Aggregate oft nicht auf die Zellen préazipitierte, sondern
im Medium schwebte. Dies lasst auf eine im Vergleich zum Medium geringere Dichte
der Aggregate schlief3en.

Es wurden daher verschiedene Versuche durchgefiihrt, die Galenik, al'so das delivery
der transfizierenden Partikel auf die Zielzellen, weiter zu erhdéhen. Unter anderem wur-
den die Transfektionsansédtze nach Applikation auf die Zellen zentrifugiert; es ist be-
kannt, dass diese Prozedur die Transfektionseffizienz noch erhthen kann (Boussif
1996). Ein signifikant positiver Effekt konnte alerdings im vorliegenden System nicht
reproduzierbar nachgewiesen werden; daher wurde in der Regel auf eine Zentrifugation
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nach Transfektion verzichtet. Dagegen erwies es sich als positiv, die teilweise sehr gro-
3en Komplexe durch kréftiges Pipettieren mit einer 200 pl-Pipette zu scheren; so be-
handelte Aggregate waren in der Regel kleiner, regelmaiiger und offensichtlich kom-
pakter (die Sedimentierung an die Oberflache wurde durch diese Mal3nahme sichtlich
erhoht). Gunstig erwies sich auf3erdem bel mehrfachen Transfektionsansétzen eine Por-
tionierung in Volumina um 100 pl; bel groferen Volumina kam es offensichtlich wah-
rend des Erhitzens oft zu einer zu starken Aufkonzentrierung durch Sammlung der Pr&
Zipitate im unteren Bereich des Eppendorf-Reaktionsgeféal3es und damit auch zu einer
bevorzugten Bildung zu grof3er Prazipitate niedrigerer Dichte.

4.3.7 Zusatz von Calcium zum Reaktionsansatz

Der Einfluss der Calciumkonzentration auf die Prézipitatbildung und die Transfekti-
onseffizienz wurde genauer anaysiert. Die Transfektion durch Kopréazipitation der
DNA mit Calciumphosphat ist eine der &ltesten Methoden zum Gentransfer tberhaupt.
Allerdings ist ein effizienter Transfer in starkem Mal3 von den Pufferbedingungen ab-
héngig, insbesondere vom eingestellten pH.

Die hier verwendeten Calciumkonzentrationen lagen im Bereich von 0 bis 50 mM.
Dabel konnte beobachtet werden, dass sich die Form des gebildeten Hitzeprazipitats
innerhalb eines scharfen Bereiches stark unterschied. Herrschten bei Konzentrationen
unter 1 mM CaCl; noch die relativ grof3en Prézipitate niedriger Dichte vor, war die bei
hoheren Calciumkonzentrationen Uberwiegend gebildete Spezies klein und kompakt
(Abb. 4-11). Im Gegensatz zu den gréleren, schwebenden Aggregaten waren diese auch
hauptséchlich auf der Zelloberflache konzentriert. Diese Bildung kleinerer Aggregate
korrelierte mit einer Erhbhung der Transfektionseffizienz; bei Uberschreiten einer Kon-
zentration von ca. 3 mM gab es jedoch einen scharfen Abfall der Transfektionseffizienz,
der wahrscheinlich auf die Toxizitdt von Calcium zurlckzufihren ist. Das ermittelte
Optimum der Calciumkonzentration lag bei 2mM.
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Abb. 4-11. Morphologie des Prézipitats bel verschiedenen Calciumkonzentrationen. Wahrend ohne oder mit wenig Calcium das
gebildete Prézipitat vornehmlich grof und locker gepackt ist und kaum sedimentiert, bildet sich bei htheren Calciumkonzentratio-

nen ein dichteres und kleineres Prézipitat aus, das fast quantitativ auf die Zellen sedimentiert. Die dunklen Zellen im unteren Bild
sind X-Gal positive Zellen.
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Um auszuschlief3en, dass der beobachtete Gentransfer auf eine , klassische” Calci-
umphosphatprazipitation zurtickzufuhren ist, wurden paralel Kontrolltransfektionen
durchgefihrt, in denen an Stelle von TmHU-LGsung PBS-Puffer verwendet wurde.
Auch in diesen Proben bildete sich ein feines, kompaktes Prazipitat, das mit dem blof3en
Auge nicht von dem des TmHU-V ersuches zu unterscheiden war, allerdings lag hier die
Transfektionseffizienz um einen Faktor von ca 10* niedriger als bei den TmHU-
haltigen Proben.

Diese Versuche zeigen, dass die Bildung des Prazipitats betréchtlich durch den Zu-
satz von Calciumionen gesteuert und die Transfektionseffizienz noch gesteigert werden
kann. Dabei erwies sich die Kombination von Calciumzusatz und Hitzeschritt als be-
sonders gunstig, da beide Mal3nahmen zusammen synergistisch die Transfektion ver-
besserten. Auch die Reproduzierbarkeit der Transfektion konnte bedeutend erhoht wer-
den; vor Einfuhrung der Kombination von Hitzeschritt und Calciumzusatz schwankten
die erhaltenen Transfektionseffizienzen von Versuch zu Versuch teilweise um mehrere
Zehnerpotenzen, was wahrscheinlich auf eine stark zufall sgesteuerte Galenik zurtickzu-
fUhren ist. Schwankungsbreiten unabhangig durchgefihrter Versuche nach dem opti-
mierten Protokoll betrugen dann nur noch ca. 10 bis 20 % innerhalb einer Charge von
DNA und TmHU.

4.3.8 Einflussnichtspezifischer DNA (carrier-DNA)

Nichtspezifische DNA, so genannte carrier-DNA, wird in den klassischen Protokol-
len der Calciumphosphatprazipitation verwendet, um fir eine Transfektion besonders
gunstige Préazipitatmorphol ogien auszubilden (Chang 1994). Verwendet wird dabel bei-
spielsweise DNA, die aus Kernextrakten eukaryotischer Zellen gewonnen wurde. Fir
die vorliegenden Arbeiten wurde nichtspezifische DNA, gewonnen aus NRK (zormal
rat kidney)-Zellkernextrakten und freundlicherweise Uberlassen von Dr. Hiroshi Ama-
numa, in verschiedenen Konzentrationen bis zu einer Endkonzentration von 0.3 mg/ml
eingesetzt. Allerdings konnte ein signifikanter positiver Effekt nicht nachgewiesen wer-
den; tats&chlich senkten zu hohe Konzentrationen an carrier-DNA die Ausbeute. In
Anbetracht der erheblichen Verkomplizierung des Systems durch die Verwendung von
carrier-DNA und auch der Unsicherheit durch EinfUhrung einer heterogenen Kompo-
nente wurden diese Versuche nicht weiter vertieft.

4.3.9 Inkubationszeit vor Medienwechsel

Durch Zugabe der Transfektionsmischung zu den Zellen wird das ideale Néhrmedi-
um verdunnt und Calcium zugesetzt; ein Medienwechsel kann sich also gunstig auf die
Expression auswirken, indem den Zellen wieder ihre optimalen Lebensbedingungen
zugefuhrt werden. Andererseits kann ein zu friher Medienwechsel bei noch nicht voll-
sténdiger Adsorption der DNA-Protein-Komplexe an die Zelloberflache einen Grolteil
der wirksamen Aggregate entfernen, bevor diese in Kontakt mit den Zellen kommen.
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Der Zeitpunkt des Medienwechsels erwies sich als kritisch fur den Erfolg der Trans-
fektion (siehe Abb. 4-12). Im vorliegenden Versuch fihrte ein Medienwechsel 5 h nach
Applikation der Transfektionsmischungen zu einem optimalen Ergebnis; in anderen
Versuchen fuhrten stets Zeiten zwischen 5 und 12 Stunden zu maximalen Transfekti-
onsraten. Aus diesem Grunde wurde ein Medienwechsel in allen weiteren Experimenten
immer innerhalb dieses Intervalls durchgefiihrt. Die zu diesem Zeitpunkt makrosko-
pisch sichtbar sedimentierten und an die Zellen adsorbierten TmHU-DNA-Prézipitate
wurden dadurch nicht entfernt, sondern verblieben bei dem Medienwechsel auf der
Zelloberfléache.
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Abb. 4-12. Die Inkubationszeit vor dem Medienwechsel wirkt sich bedeutend auf die Effizienz aus. Nach ca 5 h Inkubation auf den
Zéellen erreicht die Effizienz in diesem Versuch ein Plateau, falt aber nach zu langer Inkubation bedeutend ab. In allen Falen wur-
den die Versuche 48 h nach Applikation auf Expression untersucht; der letzte Datenpunkt beschreibt also einen Versuch, in dem
kein Medienwechsel durchgefiihrt wurde.

4.3.10 Zusatz endosomolytischer Substanzen

Viele Transfektionsagenzien haben den Nachteil, dass die Uberwiegende Mehrheit
der Transfektionskomplexe in den Endosomen verbleibt und dann enzymatisch abge-
baut wird (EI Ouahabi 1997). In diesen Fallen kann ein Zusatz von endosomolytischen
Substanzen die Effizienz des Transfers erhéhen. Endosomolytische Substanzen sind
bei spielsweise das Chloroquin oder NH4Cl, die die Ansauerung der Endosomen verhin-
dern bzw. verzogern und tber eine Anschwellung der Endosomen zusétzlich destabili-
sierend wirken. Da diese Substanzen generell toxisch sind, kann eine Applikation &-
gentlich nur in vitro erwogen werden; eine Unabhangigkeit der Transfektion vom Zu-
satz von Endosomenbrechern ist daher fir eine mogliche Anwendung in vivo ginstig.

Chloroquin, eingesetzt in verschiedenen Konzentrationen zwischen 0.1 uM und
1 mM uUber Inkubationszeiten zwischen 10 min und 48 h, fihrte nicht zu einer V erbesse-
rung der Transfektionseffizienz, ebenso die Verwendung von NH4Cl (Konzentrations-
bereich 2 uM bis 20 mM). In vielen Féllen fuhrte die Verwendung von Endosomenbre-
chern zu einer Verschlechterung der Transfektion, so dass in weiteren Versuchen auf
den Zusatz dieser Agenzien verzichtet wurde. Die Unabhéngigkeit der Transfektionsef-
fizienz von Chloroquin l&sst zwei verschiedene Moéglichkeiten in Betracht: entweder
werden die Transfektionskomplexe nicht endozytotisch, sondern Uber einen anderen
Mechanismus aufgenommen, oder es liegt ein TmHU-vermittelter Mechanismus zum
Ausbruch der Komplexe aus den Endosomen vor.
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4.3.11 Abhangigkeit der Effizienz von der Konfluenz

Die Konfluenz der transfizierten Zellen, also die Dichte des Zellrasens, hat im alge-
meinen erheblichen Einfluss auf die Effizienz der Transfektion. In der Regel beobachtet
man eine Abnahme der Effizienz, da konfluente Zellen ruhen, sich also aufgrund der
Kontaktinhibierung nicht weiter teilen und die Kernmembran, eine bedeutende Barriere
im Transfektionsprozess, intakt ist (Cotten 1999).

In den im Rahmen dieser Arbeiten durchgefiihrten Experimenten konnte keine nega-
tive Auswirkung einer erhthten Konfluenz auf die Transfektion beobachtet werden; die
absolute Zahl der transfizierten Zellen nahm in mehreren Versuchen anndhernd linear
mit der Zahl ausgeséter Zellen zu (Abb. 4-13). Dies lasst sich am einfachsten dadurch
erklaren, dass mit héherer Zelldichte eine entsprechend hohere Anzahl von Zellen mit
dem sedimentierenden Transfektionskomplex in Kontakt kommt. Ein genauer Bezug
der Transfektionseffizienz auf die Zellzahl ist schwierig, da sich die Zellen bel unter-
schiedlicher Aussaatdichte in der Zeit zwischen der Aussaat (bei der die Zellzahl vorge-
geben ist) und der Analyse der Expression unterschiedlich haufig teilen. Selbst in Uber-
konfluenten Zellen, in denen der Zelltod aufgrund von Uberkonfluenz deutlich bemerk-
bar war, konnte erfolgreich transfiziert werden. Da die absolute Anzahl an transfizierten
Zellen mit der Konfluenz zunahm, wurden in den weiteren Versuchen stets Zellen ver-
wendet, die am Tag der Applikation der Komplexe zu 90-100 % konfluent waren.

10000 -

8000 -

6000 -

trans./ug

4000 -

2000 -

0 T T T T
0 20000 40000 60000 80000 100000

Anzahl ausgesater Zellen

Abb. 4-13. Die Transfektionseffizienz nimmt im betrachteten Bereich anndhernd linear mit der Zahl ausgesiter Zellen zu. Die
Anzahl auf der x-Achse bezeichnet die Anzahl der Zellen, die in eine 12-well-Vertiefung einen Tag vor Applikation der Transfekti-
onsmischung gesét wurde. Insgesamt 5.2 g Plasmid-DNA wurden transfiziert.

Die Tatsache, dass eine Transfektion konfluenter Zellen méglich ist, deutet auf eine
tatsachliche Kernlokalisationsaktivitét von TmHU hin. Ebenfalls scheint eine Verwen-
dung in vivo gegeben; konfluente, ruhende Zellen kommen der Situation im Organismus
naher as sich teilende Zellen mit destabilisierter Kernmembran.

4.3.12 Serumabhangigkeit

Die Effizienz vieler Transfektionsagenzien hangt stark von der Anwesenheit von Se-
rum wahrend des Transfektionsschritts ab; meistens inhibiert Serum die Transfektion
(STRATAGENE, Mammalian Transfection Kit, Handbuch). Andererseits stellt die Entfer-
nung von Serum aus der Zellkultur wahrend der Transfektion eine artifizielle Situation
dar, die den Verhdltnissen in vivo nicht nahe kommt. Verminderte Transfektionseffizi-
enz in vivo Korreliert daher oft mit einer Inhibierung durch Serumin vitro (Lewis 1996).
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Eine negative Beeinflussung des Transfektionsergebnisses durch den Serumgehalt
konnte fir das TmHU-Transfersystem nicht festgestellt werden. Im Gegenteil erschien
eine Transfektion in der Gegenwart von Serum gunstiger, wahrscheinlich, weil dadurch
den Zellen eine physiologisch giunstigere Umgebung gestellt wurde. Auch diese Eigen-
schaft von TmHU spricht fir eine Verwendung in vivo. Die Transfektionen wurden da-
her auch in vitro immer in Gegenwart von Serum durchgefihrt.

4.3.13 Menge an Transfektionsagens

Oftmals tritt bel einer Erhthung der Menge an zugesetztem Transfektionskomplex
ein Séttigungseffekt auf, bel dem die maximale Aufnahmekapazitét der Zellen erreicht
wurde und eine Erhohung der relativen Ausbeute nicht mehr maoglich ist. Dieser Effekt
wurde bei grofReren Verabreichungen von Transfektionsagens auch fur das TmHU-
System beobachtet. Optimale Transfektionsergebnisse wurden mit einer Menge von
2 ug DNA in einer 12-well-Platte erzielt. Dartiber hinaus gehende DNA-Mengen fihr-
ten in der Regel nicht mehr zu einer Erhdhung des Transfektionsergebni sses.

4.3.14 Zusammenfassung: Optimierte transiente Transfektion in NIH3T3

Die oben aufgefihrten Erkenntnisse lassen sich zu einem optimierten Protokoll zu-
sammen fassen. Fur die Transfektion eines wells einer 12-well-Platte werden 2 pg DNA
mit 25 pg TmHU in Gegenwart von 2 mM CaCl; in 55 pl PBS-Puffer vermischt und fir
40 min bel 95 °C, dann fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Das dabei gebildete Prézipitat wird mit 4001l DME versetzt, durch Pipettieren
grundlich aufgeschlammt (Scherung der Aggregate) und dann vorsichtig zu dem abge-
saugten Zellrasen gegeben. Nach einer funf- bis zwdlfstiindigen Kultivierung bei 37 °C
und 5% CO; wird ein Medienwechsel durchgefiihrt. 48 h nach Applikation der Kom-
plexe wird eine Analyse auf Expression durchgefuhrt.

Nach Transfektion des lacZ-Gens erhalt man durchschnittlich ca. 10* X-Gal-positive
NIH 3T3-Zellen pro pg DNA (trans./ug). Ein typischer Ausschnitt einer mit TmHU
transfizierten und dann auf Expression von /acZ analysierten Zellkultur ist in Abb. 4-14
gezeigt; die blau geféarbten Zellen entsprechen den positiven Zellen. Ca. 20 bis 30%
aller Zellen exprimieren das Gen.
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Abb. 4-14. Mit TmHU und dem Plasmid pEli92 transfizierte Mausefibroblasten (NIH 3T3-Zellen). Erfolgreich transfizierte Zellen
exprimieren das lacZ-Gen, das fur die b-Galaktosidase kodiert. Durch Behandlung mit dem Substratanalogon X-Gal werden diese
Zdlen blau geférbt und die Expression kann so quantifiziert werden. Ca. 20 bis 30 % der Zellen sind in diesem Beispie X-Gal-

positiv.

Bei Verwendung von Proteinpraparationen aus E. coli zur Transfektion muss bertick-
sichtigt werden, dass unter Umstanden endogene b-Galaktosidase als Kontamination
mit aufgereinigt wird. Dies ist im vorliegenden Falle besonders kritisch, da das Bin-
dungsverhalten von b-Galaktosidase an Kationentauscher sehr dhnlich zu dem der HU-
Proteineist (Daten nicht gezeigt). b-Gal aktosi dase-Proteinkontaminationen binden auch
effizient an die negativ geladene Zellmembran und werden im Férbeschritt angefarbt.

Obwohl durch die oben dokumentierte Reinheit und insbesondere auch durch die
Hitzeinkubationen bel Praparation und Transfektion davon ausgegangen werden konnte,
dass die Proben frei von aktiver, endogener b-Galaktosidase waren, wurden verschiede-
ne Kontrollen durchgefiihrt, u.a. eine mock-Transfektion mit Proteinlésung, aber ohne
DNA (keine positiven Zellen detektierbar) und eine Transfektion mit anderen Reporter-
plasmiden, u.a pEGFP-N1 (zur Expression des enhanced green fluorescent protein
EGFP) und pGV-C2 (zur Expression von Luciferase). Die dort ermittelten Transfekti-
onsergebnisse decken sich weitgehend mit denen der /acZ-Versuche, was relative Aus-
beute und auch Verhéltnis der Effizienzen im Vergleich zu kommerziellen Reagenzien
betrifft. Eine Behandlung mit X-Gal fuhrt nach Transfektion dieser Plasmide nicht zu
einer Blauférbung. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die beobachteten Far-
bungen nicht auf eine Verschleppung bakterieller b-Galaktosidase zurlickzufiihren sind,
sondern auf eine erfolgreiche Transfektion des Plasmids.

4.3.15 Vergleichendetransiente Transfektionen ver schiedener Zelllinien

Analog zu dem Versuch mit NIH 3T3-Zellen wurden die humanen Zelllinien 293T
(transformierte Nierenzelllinie), A431 (Hautkrebszelllinie) sowie U251 und US7TMG
(Gliomazelllinien) mit dem oben beschriebenen Protokoll transient mit dem /lacZ-
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Expressionsplasmid pEli92 transfiziert. Die Effizienzen variierten dabei betrachtlich
unter den einzelnen Zelllinien (siehe Abb. 15) zwischen 16 000 trans./ug DNA bei den
293T-Zellen und 170 trans./ug bei den A431-Zellen.

Zum Vergleich wurden Transfektionen mit dem kommerziell erhéltlichen Reagenz
DEAE-dextran nach den Angaben des Herstellers durchgefiinrt (STRATAGENE). In alen
getesteten Fallen war die Effizienz der TmHU-Transfektion hoher als die der DEAE-
dextran-Transfektion, im einzelnen 33-fach (NIH 3T3), 120-fach (U251), und 6-fach
(A431). Mit den NIH 3T3-Zellen wurde aul3erdem eine optimierte Lipofektion durchge-
fahrt; deren Effizienz ist dreimal niedriger als die des TmHU-Systems.

Darliber hinaus erwies sich die Toxizitat von TmHU als wesentlich niedriger as die
von DEAE-dextran, da mit letzterem die 293T-Zellen quantitativ von der Zellkultur-
schale abgel 6st wurden, jedoch mit TmHU die Zellen sehr effizient zu transfizieren wa-
ren. Detailliertere Versuche zur Toxizitét von TmHU wurden an spéterer Stelle durch-
gefuhrt (Kap. 4.3.19).
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Abb. 4-15. Vergleichende Transfektion verschiedener Zelllinien mit TmHU, DEAE-dextran (STRATAGENE) und (nur NIH 3T3)
einer lipofection mit Tfx-50 (PROMEGA). TmHU erwies sich as 6- bis 120-fach effizienter als DEAE-dextran. 293T-Zellen konnten
nicht mit DEAE-dextran transfiziert werden, da sie sich quantitativ von der Kulturschale abldsten.
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4.3.16 Stabile Transfektion von NIH 3T3-Zdllen

Auch die Mdglichkeit einer stabilen Transfektion mit dem TmHU-System wurde
Uberprift. Dazu wurden 300 pl TmHU-L6sung (0.5 mg/ml) mit 12 ug DNA (pSV2neo
als zirkuldre DNA; dieses Plasmid tragt eine Neomycin-Resistenz) und in Gegenwart
oder Abwesenheit von 15 pl 20 mM CaCl, dem Hitzeschritt unterzogen wie oben be-
schrieben. Diese Transfektionsmischung wurde dann auf eine halbkonfluente Kultur-
schale (Durchmesser 6 cm) mit NIH 3T3-Zellen gegeben, zwel Tage kultiviert und dann
auf jeweils drei Kulturschalen mit einem Durchmesser von 10 cm verteilt. 12h nach
Subkultivierung wurde dann die Selektion durch Verwendung von DME-Medium mit
1 mg/ml G418 eingeleitet. Nach 14 Tagen Selektion waren Zellen, die das Plasmid nicht
exprimierten, vernichtet und stabil transfizierte Kolonien konnten identifiziert werden.
Nach Farbung der Kolonien mit Methylenblau wurden diese ausgezahlt; in der calcium-
haltigen Probe wurden 541, in der ohne Calcium 224 Kolonien gezahlt; auch bei der
stabilen Transfektion l&sst sich offensichtlich die Ausbeute durch Calciumzusatz stei-
gern. Die Zahl stabiler Kolonien entspricht denen einer Standard-DNA-
Calciumphosphatprazipitation nach Kap. 2.4.5. Der Versuch zeigt, dass mit dem
TmHU-System stabile Transfektionen moglich sind; auch dies ist interessant fur eine
maogliche Verwendung in vivo.

4.3.17 Erhohung der Lipofektionseffizienz durch Zusatz von TmHU

Synergistische Effekte von Lipofektion und anderen Transfektionsmethoden wurden
schon in der Literatur beschrieben (Subramanian 1997, Subramanian 1999, Schwartz
1999). Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde eine mogliche Wirkung von TmHU als so
genannter enhancer untersucht.

In einer 4x4-Matrix wurden NIH 3T3-Zellen in 24-well-Platten transfiziert. In der ei-
nen Dimension wurde das Lipid:DNA-Ladungsverhdtnis im Bereich zwischen O
(Transfektion ohne Lipid) und 4:1 variiert, in der anderen Dimension die zugesetzte
Menge TmHU (0-12.5 pg). Prowell wurde 1 ug DNA verwendet.

Wie Abb. 4-16 zeigt, steigert eine Vorinkubation der DNA mit TmHU die Effizienz
der Transfektion erheblich. Wahrend in der effizientesten Lipofektion ohne TmHU-
Zusatz 3.340° Zellen positiv waren, konnte durch TmHU-Zusatz die Ausbeute auf das
Funffache (1.6X10* positive Zellen) gesteigert werden. Dass es sich dabei um einen syn-
ergistischen Effekt handelt (und nicht um einen rein additiven der beiden Systeme),
zeigt der Vergleich mit der Reihe ohne Lipid, in der nur eine sehr geringe Transfektion
beobachtet werden konnte. In diesen Versuchen unterscheidet sich das Protokoll erheb-
lich von der oben beschriebenen Methode zur Transfektion mit reinem TmHU, daher ist
auch die Ausbeute ohne Lipid sehr niedrig.
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Abb. 4-16. Transfektion von NIH 3T3-Zellen mit dem Lipid Tfx-50 und Préinkubation mit TmHU. Die Transfektionseffizienz
konnte durch Vorinkubation mit TmHU auf das Funffache erhdht werden (vgl. Ergebnisse (2:1; 0 pg) mit (3:1; 6.25 ug)). Das
Verhdtnis von Lipid zu DNA ist a's Ladungsverhétnis angegeben.
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Abb. 4-17. Transfektion von USB/93-Zellen mit dem Lipid Lipofectin und Préinkubation mit TmHU. Wie im vorigen Beispiel

konnte die Transfektionseffizienz bedeutend gesteigert werden, in diesem Beispiel sogar um das 34-fache. Das Verhdtnis von Lipid
zu DNA igt as Massenverhdltnis angegeben.
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Ein noch deutlicheres Ergebnis konnte mit einem weiteren Modellsystem erzielt
werden, das einer (hypothetischen) Anwendung schon relativ d@hnelt. Die etablierte
Weichteilsarkomzelllinie US8/93 (Taubert 1997) wurde nach dem oben aufgefiihrten
Schema in 24-well-Platten mit 0-4 pg des Lipids Lipofektin (LIFE TECHNOLOGIES) in
Kombination mit TmHU (0-12.5 pg) mit pEli92 (1 pg) transfiziert. Lag die Anzahl po-
sitiver Zellen ohne TmHU noch bei maximal 5X10?, konnte diese Ausbeute durch
TmHU-Zugabe um das maximal 34-fache auf 1.7x10* erhéht werden (Abb. 4-17).

Diein diesem Versuch erzielten Ergebnisse sprechen fur eine mogliche Verwendung
von TmHU als enhancer einer Lipofektion in vitro oder in vivo. Derartige enhancer
werden haufig bei kommerziell erhaltlichen Lipofektionskits mitgeliefert beispielsweise
Effectene (QIAGEN) und Lipofectamine (LIFE TECHNOLOGIES). TmHU kénnte wegen
seiner biotechnologischen Verfugbarkeit und Stabilitét eine interessante Alternative zu
den bestehenden Systemen darstellen.

4.3.18 Anwendungsbeispiel: Stabile Transfektion von 8505C-Zellen

In einer Kooperation mit Hendryk Aurich von der medizinischen Fakultét der Uni-
versitéat Halle wurden halbadhérente humane anaplastische Schilddriisenkarzinomzellen
vom Typ 8505C stabil transfiziert.

Diese Zellen metastasieren normalerweise bel einer Reimplantation in Mause. Ge-
genstand der Forschungsarbeiten von Hendryk Aurich ist die Etablierung einer anti-
sense-Therapie zu Cathepsin L, einer Cysteinproteinase, die fir die Metastasierung von
Krebszellen bedeutend ist. Expression einer entsprechenden antisense-mRNA sollte zu
einer Hemmung der Tranglation durch Bindung der mRNA fihren, was Uber einen ent-
sprechenden Western-Blot tberprift werden kann. Aul3erdem wuirden die Zellen die
Fahigkeit verlieren, in vitro eine Collagenschicht zu zersetzen. Bei Reimplantation
sollten diese Zellen dann nicht mehr metastasieren kénnen (Hendryk Aurich, personli-
che Mitteilungen).

Das Problem bei den bisher mit den 8505C-Zellen durchgefihrten Transfektionen
lag zum einen darin, dass die gangigen Methoden nur wenig effizient oder aber fir diese
empfindliche Zelllinie zu toxisch waren (Calciumphosphatpréazipitation, Elektroporati-
on).

Daher wurden Versuche zur Transfektion dieser Zelllinie mit dem TmHU-System
und, zum Vergleich, mit dem kommerziell erhdtlichen Reagenz Superfect (QIAGEN)
angestellt. In Vorversuchen mit dem GFP-Expressionsplasmid pEGFP-N1 wurde das
fur adhérente Zellen optimierte Protokoll (siehe oben) sowie in einigen Parametern ver-
anderte Varianten verwendet; es bestdtigten sich allerdings die optimierten Parameter
(beispielweise der Hitzeschritt und der Zusatz von Calcium).

Ca. 20 bis 30% der Zellen exprimierten das EGFP-Gen (siehe Abb.4-18) in der
TmHU-Probe, wahrend die entsprechenden Superfect-Transfektionen nur vereinzelt
EGFP-positive Zellen zeigten.
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Abb. 4-18. Transfektion von 8505C-Zellen mit TmHU und pEGFP-N1. Ca. 20-30 % der Zellen exprimieren erkennbar das EGFP-
Gen. Die Transfektion dieser Zellen mit anderen Methoden war erfolglos, entweder aufgrund hoher Toxizitét des Transfektionsmit-
tels (Calciumphosphattransfektion, Elektroporation) oder aufgrund niedriger Effizienz (Superfect).

Zur stabilen Transfektion wurde dann mit dem TmHU-System linearisierte DNA mit
der zu etablierenden antisense-Sequenz und einer Neomycinresistenz eingesetzt. Durch
Selektion mit Neomycin wurden sodann die nicht stabil transfizierten Zellen vernichtet
und Uberlebende Kolonien isoliert. Eine Analyse dieser Kolonien zeigte tatsichlich,
dass der Grof3teil eine bis zu 60 % reduzierte Expression des betreffenden Proteins auf-
wies sowie die Fahigkeit, sich durch die Collagenmatrix zu bewegen, auf 30 % gesun-
kenist.

Die erfolgreiche Durchfiihrung der Transfektion zeigt nicht nur das Potenzial dieses
effizienten, nicht toxischen Systems, sondern auch, dass Transfektionen mit linearisier-
ter DNA mdglich sind. Potenzielle Schwierigkeiten bei der Verwendung linearisierter
DNA koénnte das Aufschmelzen der DNA bereiten; hier kommt wahrscheinlich die in-
trinsische Fahigkeit von TmHU zugute, DNA vor thermischer Denaturierung zu schiit-
zen (vgl. Kap. 4.2.7).

4.3.19 Vergleich der Toxizitdt von TmHU und Lipofektin

Ein Problem bei der Ubertragung vieler in vitro effizienter Systeme auf in vivo-
Anwendungen ist das der Toxizitdt. Schon in der vergleichenden Transfektion erwies
sich TmHU als weniger toxisch als beispielsweise das DEAE-dextran (siehe Kap.
4.3.15). In dem hier aufgefihrten Versuch wurde nun eine genauere Analyse der Toxi-
zitét von TmHU durchgefihrt.

Dazu wurden 293T-Zellen, die sich im algemeinen als sehr empfindlich erwiesen
hatten, mit TmHU (1 bis 1 000 pg/ml) bzw. Lipofectin (1 bis 200 pg/ml), zugesetzt ins
Kulturmedium, inkubiert. 24 h nach Applikation wurde die Anzahl lebender Zellen
quantifiziert (Kap. 2.4.17). Als Positivkontrolle wurden 200 uM Staurosporin zugege-
ben (100 % Zelltod), als Negativkontrolle lediglich PBS zugesetzt (0 % Zelltod).

Abb. 4-19 zeigt, dass TmHU bedeutend weniger toxisch ist als Lipofectin, das bereits
in in vivo-Studien eingesetzt wird (Aleksic 1997). Die Toxizitdt von 1 mg/ml TmHU
entspricht beispielsweise der Toxizitét von ca. 10 pg/ml Lipofectin. In Anbetracht der
Tatsache, dass fir Lipofektionen gewdhnlich ein drei- bis vierfacher Massentiberschuss
von Lipid zu DNA verwendet wird, sich in den ersten in vivo-Studien mit TmHU jedoch
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ein Massenverhdltnis von 1.2:1 als Optimum erwiesen hat (Kap. 4.4.1), sollte die Toxi-
zitdt von TmHU wenigstens um zwel Grof3enordnungen geringer sein als die von Lipo-
fectin.

Lebendzellzahl (%)
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Abb. 4-19. Vergleich der Toxizité von TmHU (A) und dem Lipid Lipofectin (®). Die Auftragung ist halblogarithmisch; TmHU ist
bedeutend weniger toxisch als Lipofectin.

4.4 TmHU bei in vivo-Transfektionen

4.4.1 Intramuskulérelnjektion

Erste Tierversuche konnten mit Hilfe der Division of Experimental Animal Research
(DEAR) am RIKEN durchgefihrt werden. Dazu wurden fur Luciferase kodierende
Plasmid-DNA-L 6sungen mit und ohne TmHU in die Oberschenkelmuskeln (quadriceps
femoris) von weiblichen BALB/c—Mausen injiziert.

Das Transfektions- und Assaysystem wurde zundchst gemal? der verdffentlichten
Protokolle (Wolff 1990, Wolff 1991) mit nackter DNA etabliert (siehe Kap. 2.6.2). Wie
schon in der Literatur beschrieben, sind diese Transfektionen von einer sehr hohen Va-
riabilitét von Experiment zu Experiment gekennzeichnet. In Abb. 4-20 ist das Ergebnis
der Etablierung der Injektions- und Analysemethodik aufgefiihrt; gezeigt sind keine
Durchschnittswerte, sondern Einzelmessungen, um die Variation innerhalb der Experi-
mente zu verdeutlichen. Alle in diesem Kapitel aufgefiihrten Aktivitdtswerte sind relati-
ve Aktivitaten, deren Absolutwert auch von den (automatisch) eingestellten Parametern

des Luminometers abhangt. Die Absolutwerte verschiedener Messreihen sind daher
nicht untereinander vergleichbar.

Injektion von PBS fuhrte zu keiner messbaren Luciferaseaktivitét, wahrend die In-
jektion von 5 pg DNA bzw. 50 pg DNA zu Luciferaseaktivitdten fuhrten, die durch-
schnittlich ca. 15- bzw. 85-fach Uber dem Wert fir die PBS-Kontrolle lagen. Als Posi-
tivkontrolle wurde die Aktivitdt einer mit TmHU transfizierten in vitro-Zellkultur von
NIH 3T3-Zellen gemessen (2 ug in einer 12-well-Vertiefung); in diesem Experiment
erhielt man fur diese eine Aktivitdt von 114 000 RLU, also wesentlich hoher als die
Transfektion in vivo.
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Abb. 4-20. Etablierung der Transfektion nackter DNA in vivo. Aufgefiihrt sind die Luciferasesktivitéten von Einzelexperimenten in
RLU (relative light units). Die Signale streuen betréchtlich, was auch schon in der Literatur beschrieben wurde (Wolff 1991). Ten-
denzen sind jedoch erkennbar.

Im néchsten Versuch wurden die optimierten in vitro-Bedingungen fur die Transfek-
tion mit TmHU in murine Oberschenkelmuskel eingesetzt. Dazu wurden wiederum PBS
(Negativkontrolle), 5 pg DNA in PBS (Positivkontrolle) sowie 5 pg DNA in 50 pl
TmHU-L6sung (0.5 mg/ml in PBS) (Probe TmHU 1) und schliesslich 5 pg DNA in
50 pl TmHU-L6sung mit 2 mM CaCl,, behandelt mit einem 40-mindtigen Hitzepuls
(Probe TmHU 2), eingesetzt.

In Abb. 4-21 ist das Ergebnis aufgefiihrt. Die TmHU-haltigen Proben zeigen nur eine
minimale Luciferaseexpression, wahrend die Positivkontrolle ein deutlich messbares
Signal liefert. Die fur in vitro-Transfektionen optimierten Versuchsbedingungen lassen
sich also nicht automatisch auf die in vivo-Situation Ubertragen. Wahrscheinlich ist die-
ser Effekt auf eine schlechte Verteilung grol3er Prézipitate in den Muskelzellen zurtick-
zufUhren.
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Abb. 4-21. In vivo-Transfektion nackter und mit TmHU behandelter DNA im Vergleich (Erlauterungen siehe Text). Die Effizienz
der TmHU-hatigen Proben unterscheidet sich nicht signifikant von der Negativkontrolle.

Um zu starke Aggregatbildung zu unterbinden, wurde daher die Konzentration von
einem der Bindungspartner, TmHU, gesenkt und auf prazipitationsférdernde Mal3nah-
men (Calciumzusatz und Hitzeinkubation) verzichtet. Je 5pug DNA wurden mit
0.5-25 pg TmHU in 50 pl PBS-Puffer fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und
dann injiziert. Wie Abb. 4-22 verdeutlicht, gibt es tatsichlich TmHU-DNA-
Verhdltnisse, bei denen keine Inhibierung der in vivo-Transfektion, sondern eine be-
deutende Verstéarkung, im Durchschnitt achtfach fir ein TmHU:DNA-Verhdtnis von
1.2:1, auftritt. In diesem Ansatz lag die hchste TmHU-Konzentration ohne sichtbare
Prézipitatbildung vor.
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Abb. 4-22. In vivo-Transfektion nackter DNA und verschiedener TmHU:DNA-Gemische, Wahrend bei hohen Konzentrationen von
TmHU keine Expression detektierbar ist, gibt es Bedingungen, in denen im Vergleich zur Expression nackter DNA eine signifikante
Verstérkung nachweisbar ist. Das Optimum fir in vitro-Transfektion lag bei einem Verhdtnis von TmHU zu DNA 12.5:1.
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4.4.2 Transfektion von Hihnerembryos

In Kooperation mit Detlev Mennerich von der medizinischen Fakultét der Universitét
Halle wurden TmHU-DNA-Mischungen in PBS in verschiedenen Verhatnissen in Neu-
riten embryonaler Huhner injiziert. Fur dieses System existiert keine einfache funktio-
nierende Transfektionsmethode; die einzige Mdglichkeit besteht hier in einer Infektion
mit Retroviren.

Alle Hihnerembryos, in die Transfektionsmischung injiziert wurde, nicht aber die, in
die nur DNA-LOsung injiziert wurde, starben in den folgenden Tagen. Ein Test der
TmHU-L6sung auf mogliche Kontamination war negativ; eine mogliche Erklérung da-
fur, dass eine bis dahin noch nicht beobachtete Toxizitét vorliegt, konnte in der Ent-
wicklungsphase des Organismus liegen. Wie Untersuchungen mit fluoreszierenden Va-
rianten zeigten (s.u.), durchdringen freie TmHU-Molekile sehr leicht eukaryotische
Zellen. Die Injektion eines stark DNA bindenden Proteins in einen embryonalen Orga-
nismus, dessen sehr schnelle Entwicklung durch ein feines Wechselspiel diverser Tran-
skriptionsfaktoren entscheidend beeinflusst wird, konnte fur diesen eine zu grof3e und
hier offensichtlich lethale Belastung darstellen.

4.5 Neue funktionelle Varianten von TmHU

45.1 Vorbemerkungen

Funktionelle Varianten von TmHU wurden durch Einklonierung heterologer DNA-
Sequenzen in eine dafur eingefihrte in frame-Sacll-Schnittstelle (Abb. 4-23) konstru-
iert (pTSac, Oligos: TSacplus, TSacminus). Fir die Insertion wurde die C-terminale
Aminosdure Lysin entfernt; fusionierte Proteine werden an diese Stelle eingesetzt, flan-
kiert von einem Prolin-Arginin-Dipeptid, das von der Sacll-Schnittstelle stammt. Der
C-Terminus von TmHU ist dem Ldsungsmittel zuganglich; hier sollten sich zusétzliche
Aminosauren nicht unguinstig auf die DNA-Bindung oder die Dimerisierung auswirken
(siehe Abb. 4.6a), und es sollte auch gentigend Raum fir den Fusionspartner vorhanden
sein.

C-Terminus L K E K V K
oTmHU/1 1a
kodierende Seguenz CTCARAGAGARGGTCARGTGATAL
C-Temninus L. K BE ¥ v P R
plSac
kodierende Seguenz TCARRGAGARGETCCCGCGETAL
Sacl

Abb. 4-23. Konstruktion des Vektors pTSac zur leichten Expresson von TmHU-Fusionen. Durch Mutagenese des TmHU-
Expressionsvektore pTmHU/11awurde in die fir den C-Terminus kodierende Sequenz eine Sacll-Schnittstelle in frame eingeflgt.
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Folgende Varianten wurden konstruiert:

TEGF, eine Fusion mit dem humanen EGF, die eine Zielsteuerung Uber den oft
auf Krebszellen Uberexprimierten EGF-Rezeptor ermoglichen sollte;

TRGD, eine Fusion mit einem an aybs- und avbs-Integrine bindenden RGD-
Motiv; derartige Fusionen erhthen oft die Transfektionseffizienz in vergleichba-
ren Systemen durch Import Uber den Integrinrezeptor;

TPEN, eine Fusion mit dem Penetratin, einem membrangéngigen Peptid; auch
diese Fusion konnte die Transfektionseffizienz erhthen;

TGFP, eine Fusion mit dem enhanced green fluorescent protein (EGFP); Uber
diese Fusion wurde die Aufnahme von TmHU in eukaryotische Zellen und au-
Rerdem das Potenzial von TmHU untersucht, als Vektor fir Proteintransfer zu
fungieren.

Die Varianten und die entsprechenden Experimente, insbesondere TGFP und TRGD
betreffend, sind in den folgenden Abschnitten einzeln aufgefuhrt. Die Experimente zur
Erhohung der Aufnahme mit TEGF, TRGD und TPEN wurden vor der Konstruktion
von TGFP und den entsprechenden Erkenntnissen durchgeftihrt, sind aber zur besseren
Ubersicht erst zum Schluss beschrieben.

452 TGFPim Vergleich mit EGFP

Zweck dieser Mutante war eine Analyse der Aufnahme von TmHU-Fusionen in eu-
karyotische Zellen sowie die Untersuchung des TmHU-Systems auf Eignung als Vehi-
kel im Proteintransfer. Dazu wurden sowohl Aufnahmestudien durchgefiihrt als auch
die Stabilitét von TGFP bewertet.

Um das Fusionsprotein TGFP korrekt analysieren zu kénnen, war es notwendig,

EGFP als Vergleichsprotein heran zu ziehen. Beide Proteine werden in den folgenden
Abschnitten parallel behandelt.

Konstruktion. pTGFP wurde durch Einklonierung eines Teils des Plasmids
PEGFP-N1 in den Vektor pTSac hergestellt (Abb. 4-24). Die einklonierte DNA ent-
spricht der EGFP-Sequenz und einem zehn Aminosauren langen N-terminalen Linker
aus der Multiplen Klonierungsstelle (MCS) von pEGFP-N1. Zur Klonierung wurde zu-
néchst der Vektor pEGFP-N1 mit Notl verdaut, ebenso der Vektor pTSac mit BamHI.
Die jeweilige Erkennungssequenz liegt in beiden Fallen auf3erhalb der kodierenden Re-
gion. Die sticky ends wurden dann mit dem Blunting Kit (TOYOBO) in blunt ends um-
gewandelt und die Vektoren beide mit Sacll verdaut. Das EGFP-Fragment konnte dann
in den Vektor pTSac ligiert werden, da beide Fragmente je eine Sacll- und eine stumpfe
(blunt-) Schnittstelle trugen.

Ein Strukturmodell von TGFP (Abb. 4-25) wurde anhand der zuvor modellierten
TmHU-Struktur (siehe Kap. 4.2.6) und der bekannten GFP-Struktur mit dem Programm
Modeller 4 erstellt. Laut Modell besitzt der Linker eine geniligend grof3e Lange und Fle-
xibilitét, um eine sterische Behinderung der beiden Fusionspartner weitgehend auszu-
schlief3en; die ModelIstrukturen der beiden Fusionspartner stimmen mit denen der freien
Proteine Uberein.
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Sacll

TSac ~BamH Sacll  gcrp Norl

W = MCS/Linker -

/ cmv f \

pTSac PEGFF-N1
1.BamHI 1.Net
2. blunt 2 blunt
3.5acll J3.5ccll

7 | TGFP

PTGFP
Abb. 4-24. Kongtruktion des Vektors pTGFP (Erklérung im Text). T7: T7/lac-Promoter der pET-Vektoren; CMV: CMV-Promoter

fur eukaryotische Expression; MCS/Linker: Multiple Klonierungsstelle/Linkerregion des Vektors pEGFP-N1. Die Position der zur
Klonierung verwendeten Schnittstellen sind ebenfalls angegeben.

Abb. 4-25. Moddllstruktur von TGFP. Die Struktur der Linkersequenz (in grau) kann nicht modelliert werden; wahrscheinlich ist
diese Region flexibel. Davon abgesehen ist die Modellstruktur im wesentlichen aus den beiden Einzelstrukturen der Fusionspartner
zusammen gesetzt.
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Das EGFP-Gen wurde Uber eine PCR-Amplifikation mit EinfUhrung neuer Ndel- und
Xmal-Schnittstellen in den Inteinvektor einkloniert (pEGFP; Oligos. gfp-N, gfp-C;
Konstruktion tber Restriktion und Ligation in den gleichfalls restringierten Vektor
PET21-VP1CalSInt). Dadurch wird eine Expression mit einem C-terminal fusionierten
Intein mit Chitinbindungsdoméne ermoglicht, analog zum Uber das gleiche Verfahren
gereinigten Polyoma-VP1. Die Klonierungsstrategie ist identisch zu der, die schon fur
die Konstruktion der Vektoren pcoreTBF/Int und pfull TBP/Int verwendet wurde (siehe
Abb. 3-1).

Expression und Reinigung. Nach Expression in E. coli BL21(DE3) konnte das Fu-
sionsprotein TGFP sehr effizient durch eine Kombination von Kationentauscher, Hy-
drophober Interaktionschromatographie (HIC) und Gelfiltration gereinigt werden. Dabei
wurde die Tatsache ausgenutzt, dass die beiden Untereinheiten des Konstruktes, der
TmHU-Tell und der EGFP-Teil, jewells stark voneinander unterschiedliche chromato-
graphische Eigenschaften besitzen.

Im ersten Schritt der Reinigung, der Kationenaustauschchromatographie mit einer
Fractogel-Sulfatsaule, konnte durch Elution mit einem linearen Gradienten TGFP zu ca.
40 % Gesamtprotein angereichert werden. Daisoliertes EGFP bei neutralem pH negativ
geladen ist (berechneter pl = 5.6), bindet unter den vorliegenden Bedingungen nur das
Fusionsprotein an die Matrix. 50-60 % der Absorption bei 489 nm im Rohlysat befindet
sich im Durchlauf, obwohl das Kapazitétslimit der Saule noch nicht erreicht ist; dies
deutet auf eine proteolytische Spaltung des Fusionsproteins in vivo hin. Derart gespalte-
ne EGFP-Molekile werden durch die Verwendung des Kationentauschers effektiv von
den Fusionsproteinen getrennt.

Im zweiten Schritt kann durch stufenweise Elution nach Adsorption an eine Butyl-
Saule eine Aufreinigung zu ca. 80 % erreicht werden. Dabei wird vor allem das zweite
Spaltprodukt des proteolytischen Verdaus, TmHU-Dimere ohne EGFP-Anteil, von den
Fusionsproteinen getrennt, da TmHU alleine nicht an die Butylsaule bindet (vergleiche
Abnahme der TmHU-Bande bei 10 kDa).

Im polishing-Schritt, der mit einer Gelfiltrationssdule vom Typ Sepharose S200
durchgefihrt wird, werden dann die letzten Verunreinigungen abgetrennt, insbesondere
auch Aggregate, und es wird zu mehr als 95 % reines TGFP gewonnen. Die koeluieren-
den Verunreinigungen entstammen mit hoher Wahrscheinlichkeit teilweise abgebauten
TGFP-Heterodimeren. Gemal3 einem Vergleich der Retentionszeiten von TGFP und
Kalibrierungsproteinen liegt die TGFP as Dimer vor (Daten nicht gezeigt).

Die Ausbeute an TGFP betrug ca. 10 mg pro Liter LB-Medium. Die Identitét des
Proteins wurde durch ESI-Massenspektroskopie Uberprift; dabei wurde eine Mono-
mermasse von 37.8 kDa ermittelt, der berechneten Masse von TGFP entsprechend.
Abb. 4-25 zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel mit den einzelnen Schritten der Reinigung.
Die Ausbeute der einzelnen Reinigungsschritte lag bei jeweils ca. 80 % (die in vivo-
Proteolyse nicht mitgerechnet).

Die Expression und Reinigung des Proteins EGFP (Abb. 4-26) erfolgte nach dem
Standardprotokoll fur Inteinreinigung (Kap. 2.3.7). Die Ausbeute an EGFP war mit
50 mg pro Liter Bakterienkultur wesentlich héher alsdie an VP1 (2-4 mg).
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Abb. 4-25. SDS-Polyacrylamidgel der Reinigung von TGFP. (1), Molekularmassenstandard (10 kDa-Leiter); (2), Rohextrakt (5 pl);
(3), gesammelte Fraktionen des Kationentauscher-Eluats, (4) gesammelte Fraktionen des HIC-Eluats; (5) gesammelte Fraktionen
des Gdfiltrations-Eluats.
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Abb. 4-26. SDS-Polyacrylamidgel der Reinigung von EGFP. (R), Rohlysat; (M), Molekularmassenstandard (10 kDa-Léiter); (D),
Durchlauf der Chitinséule; restliche Bahnen: Elutionsfraktionen der Chitinséule.
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Quantifizierung des Chromophors. Der Absorptionskoeffizient des fur die GFP-
Fluoreszenz verantwortlichen Chromophors bei 488 nm ist bekannt (55 000 M cm™).
Ebenso lésst sich der Absorptionskoeffizient bei 280 nm berechnen, wenn die Ami-
nosauresequenz bekannt ist; fir EGFP und TGFP betrégt dieser 22 000 M ‘em™. Wenn
jeder theoretisch mogliche Chromophor ausgebildet wird, erhédlt man demnach ein Ver-
haltnis der Absorptionen Augs : Azgo = 2.5.

Eine Messung der entsprechenden Absorptionen von TGFP, das nach vorstehend be-
schriebener Methode gereinigt wurde, ergab ein Verhaltnis von 1.3. Dies bedeutet, dass
ungefahr 52 % der betrachteten TGFP-Molekiile den korrekten Chromophor ausgebildet
haben. Fir EGFP lag das Verhdltnis bei einem Wert von 1.1, also etwas ungunstiger
(44 %). Nicht stattfindende Chromophorbildung trotz korrekter Faltung wird oft bei
Expression von GFP-Derivaten in E. coli beobachtet (Siemering 1996); die hier durch-
gefuhrten Messungen lassen sich also mit den Erfahrungen fir heterologe GFP-
Expression erkléaren. Die Effizienzen der Chromophorbildung in beiden Proteinen sind
sehr dhnlich; der geringflgige Unterschied von 8 % lasst sich durch die niedrigere Ex-
pressionstemperatur von TGFP erkléaren (die Chromophorbildung ist bei htherer Tem-
peratur gehemmt).

Fluoreszenzspektren von TGFP und EGFP. Die Anregungs- und Emissionsspek-
tren von TGFP und EGFP sind identisch (Abb. 4-27). Eine Verschiebung aufgrund
eventueller Anderungen in der chemischen Umgebung konnte nicht beobachtet werden
und war auch wegen der hohen Stabilitét und Abschirmung des Chromophors innerhalb
der EGFP-Struktur nicht zu erwarten. Die Maxima fur Anregung und Emission lagen in
beiden Fallen bei 488 respektive 508 nm.
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"""" TGFP Emission
— — EGFP Anregung
— EGFP Emission
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Abb. 4-27. Anregungs- und Emissionsspektren von TGFP und EGFP. Die Spektren sind normiert und die EGFP-Spektren wurden
zur besseren Ubersicht nach oben verschoben; bei gleicher Position sind die Spektren deckungsgleich.
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Strukturelle Analyse mit CD-Spektroskopie. Zur Untersuchung der Struktur von
TGFP wurden Fern-UV-CD-Spektren unter nativen (PBS-Puffer) und denaturierenden
(8 M GdmCI, pH 7) Bedingungen von TGFP mit denen von EGFP und TmHU vergli-
chen (Abb. 4-28). Das denaturierte Spektrum fur TGFP stimmt gut mit dem berechneten
Summenspektrum von EGFP und TmHU Uberein. TGFP zeigt, wie auch TmHU, noch
geringe Anteile von Reststrukturen selbst unter denaturierenden Bedingungen. Im nati-
ven Spektrum gibt es eine Differenz mit einem positiven Maximum bel ca. 222 nm
(charakteristisch fir random coil-Regionen), das wahrscheinlich auf die unstrukturierte
Linkerregion zwischen TmHU- und EGFP-Tell (in der Berechnung des Summenspek-
trums nicht beriicksichtigt) zuriickzufihren ist. In Ubereinstimmung mit dieser Vermu-
tung wird in einer Sekundéarstrukturanalyse des Differenzspektrums mit dem Programm
CDNN (B6hm 1992b) ein random coil-Anteil von 75 % gefunden.

Stabilitat gegeniiber GdmCI. Die Stabilitdt von TGFP, EGFP und TmHU gegen
Denaturierung durch GdmCI im Bereich zwischen O und 8 M wurde ebenfalls mit CD-
Spektroskopie bestimmt (siehe Kap. 2.5.3). Dabei wurden sowohl der Denaturierungs-
als auch der Renaturierungsprozess untersucht; bei erstem wurde von Proteinldsung in
PBS-Puffer ausgehend GdmCI, bei letzterem von Proteinlésung in 8 M GdmCI-L 6sung
ausgehend PBS-Puffer zugesetzt. Abb. 4-29a-c zeigt den Anteil an denaturiertem Pro-
tein in Abhangigkeit von der GdmCIl-Konzentration. TmHU (Abb. 4-29a) entfaltete
reversibel, wie schon vorher fur thermische Denaturierung beobachtet (Kap. 4.2.5). Im
Gegensatz dazu war die Entfaltung von EGFP irreversibel (Abb. 4-29b). Die Entfaltung
der Chiméare TGFP war dagegen reversibel (Abb. 4-29c). Die Denaturierung wurde fir
EGFP und TGFP auch durch Messung der Fluoreszenz (Anregung 488 nm, Emission
508 nm) analysiert (Abb. 4-29d). In beiden Féllen bildete sich der Chromophor im Re-
naturierungsprozess nicht wieder aus, d.h., die Denaturierung des Chromophors war
irreversibel. Dies konnte jedoch im TGFP-Fall mit den Besonderheiten der Chromo-
phorbildung (Temperaturabhangigkeit, Redoxbedingungen) zusammen héngen. Die
Abnahme der Fluoreszenz war identisch fir TGFP und EGFP. Tab. 4-2 gibt die berech-
neten Ubergangsmittel punkte fiir die einzelnen Kurven wieder.

Tab. 4-2. Ubersicht (iber die ermittelten Ubergangsmittel punkte der Denaturierungs- bzw. Renaturierungsexperimente von TmHU,
TGFP und EGFP. Die Daten der Fluoreszenzmessungen beziehen sich nur auf die Denaturierung.

Messung Ubergangsmittel punkt
(M GdmCl)
TmHU (CD) Renaturierung 28
Denaturierung 29
EGFP (CD) Renaturierung
Denaturierung 21
TGFP (CD) Renaturierung 2.7
Denaturierung 2.6
Fluoreszenz EGFP 1.9

TGFP 19
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Abb. 4-28. Fern-UV-CD-Spektren fur TGFP (V¥), EGFP (O) und TmHU (@) im Vergleich. Gezeigt sind gemessene Daten, das fir
TGFP (mit Ausnahme der Linkerregion) berechnete Spektrum (V) sowie die Differenz des berechneten und gemessenen TGFP-
Spektrums (M). (a), Spektren in PBS-Puffer (nativ), (b), Spektrenin 8 M GdmCI (denaturiert).
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Abb. 4-29. Stabilitét von TmHU, EGFP und TGFP bei GdmCI-Konzentrationen zwischen 0 und 8 M. Grad der Entfaltung von (a),
TmHU, (b), EGFP, (c) TGFP, gemessen mit CD-Spektroskopie, in der Denaturierung (@,%2) aus PBS-Puffer bzw. Renaturierung
(O,+) aus 8 M GdmCI. (d), Grad der Denaturierung des Chromophors, gemessen mit Fluoreszenzspektroskopie, fir EGFP (A ,34)
und TGFP (A, ). Eine Renaturierung des Chromophors wurde in beiden Félen nicht beobachtet.

Thermische Stabilitdt. Zur Analyse der thermischen Stabilitdt von TGFP und
EGFP wurden fluoreszenzspektroskopische Messungen im Bereich zwischen 25 und
95 °C durchgefthrt. Der Schmelzpunkt Ty, also der Punkt, an dem die Fluoreszenz auf
50 % gesunken ist, ist fir das GFP aus Aequorea victoria mit 76 °C bestimmt worden
(Bokman 1981).

Der thermische Ubergang beider Proteine war irreversibel (Abb. 4-30). Der Uber-
gangsmittelpunkt (Tm) wurde fur EGFP mit 78 °C, fur TGFP mit 79 °C ermittelt. Die
Fusion von TmHU an EGFP (mit T, = 96 °C, siehe Kap. 4.2.5) fihrte also, wie auch
schon bei der Denaturierung mit GAmCI beobachtet, nicht zu einer Destabilisierung des
EGFP-Tells.
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Abb. 4-30. Thermische Uberginge von EGFP @) und TGFP (©), gemessen durch die Abnahme der Fluoreszenz (Anregung
488 nm, Emission 508 nm). Die Ubergangsmittel punkte betragen 78 respektive 79 °C.
Vergleichende Aufnahme von TGFP in NIH 3T3- und A431-Zellen. Eines der
Hauptziele fur die Variante TGFP war die Untersuchung der Aufnahme in eukaryoti-

sche Zellen. Diese lasst sich, mittels GFP-Fluoreszenz, mikroskopisch in lebenden Zel-
len verfolgen.

Die Aufnahme von TGFP wurde in den beiden Zelllinien NIH 3T3 (murine Fibrobla-
sten) und A431 (squamous skin carcinoma) untersucht. Diese beiden Zelllinien unter-
scheiden sich deutlich in ihrer Transfektionseffizienz (siehe Abb. 4-15); wahrend sich
NIH 3T3-Zellen mit hoher Ausbeute transfizieren lieRen (10* trans./ug), exprimierten
nur wenige A431-Zellen das Transgen (2: 107 trans./ug).

Die Experimente mit TGFP zeigen jedoch, dass diese geringe Ausbeute wahrschein-
lich nicht auf eine geringe Aufnahme Uber das TmHU-Protein zurlickzufthren ist. In
hoher Zelldichte angelegte (im Fall von NIH 3T3-Zellen konfluente) Zellkulturen zeig-
ten nach funfstindiger Inkubation mit TGFP (2.5 pg/ml) eine sehr intensive Farbung
aler erkennbarer Zellen (Abb. 4-314). Die Aufnahme ist eindeutig auf den TmHU-Teil
von TGFP zurtickzufuhren, da rekombinantes EGFP in Konzentrationen von bis zu
5 mg/ml nicht aufgenommen wird und keine Fluoreszenz detektierbar ist (Abb. 4-31b).

Bei in niedriger Konfluenz kultivierten Zellen erkannte man nach einer flnfstindi-
gen Inkubation eine Konzentration von TGFP in vesikul&ren Strukturen, die sich in der
Néhe des Zellkerns befanden (Abb. 4-31cund d). Im Zellkern selbst war kaum Fluores-
zenz nachweisbar; eventuell ist das dimere Fusionskonstrukt zu grof3 fir eine Translo-
kation durch die Pore, oder die Effizienz ist nur sehr gering. Uber die Konzentration in
Vesikeln hinaus erkannte man allerdings auch eine sehr diffuse, unstrukturierte Vertei-
lung der Fluoreszenz im Zytoplasma aller Zellen. Die Lokalisation und auch die Inten-
sitét war unabhangig von der getesten Zelllinie (Abb. 4-31c + d).

Mit in niedriger Konfluenz in 12-well-Platten ausgesédten Zellen wurde auch der zeit-
liche Verlauf der TGFP-Aufnahme verfolgt. Schon nach einer zehnminttigen Inkubati-
on (Abb. 4-32 und 4-33) kann in beiden Zelllinien eine Farbung der Zellmembran beob-
achtet werden. Strukturen im Zellinnern werden nach ca. einer Stunde sichtbar ange-
farbt. Im Laufe der Zeit kann dann eine Verlagerung dieser Farbung in Richtung des
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Zellkerns beobachtet werden. Das Maximum der Fluoreszenz ist nach ca. 6 h sichtbar;
danach beginnt die Fluoreszenz abzunehmen, was an einem Abbau des Proteins liegen
kann.

Abb. 4-31. Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Aufnahme von TGFP (g, ¢, d) bzw. EGFP (b) in NIH 3T3-Z€llen (a, b, ¢) bzw.
A431-Zellen (d) nach sechsstiindiger Inkubation. Die Konzentration der Proteine betrug 2.5 pg/ml (TGFP) bzw. 5 mg/ml (EGFP).
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(@)

Abb. 4-32. Zeitliche Untersuchung der Aufnahme von TGFP in NIH 3T3-Zellen. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme nach
(8 10 min, (b), 30 min, () 1 h, (d) 3 h, (e) 6 h, (f), 10 h.
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Abb. 4-33. Zeitliche Untersuchung der Aufnahme von TGFP in A431-Zellen. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme nach
(8 10 min, (b), 30 min, (c) 1 h, (d) 3 h, (¢) 6 h, (f), 10 h.
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453 TEGF

Der humane epidermale Wachstumsfaktor EGF wurde in den TmHU-Fusionsvektor
pTSac Uber die beiden flankierenden Sacll-Schnittstellen einkloniert (pTEGF).

Obwohl EGF bel Expression in E. coli zum grofdten Teil unldslich in inclusion bo-
dies anfdlt (Lee 2000), war die 16sliche Expression a's TmHU-Fusion TEGF méglich.
Nach 20-sttindiger Expression in E. coli BL21(DE3) bei 15 °C lag nach Aufschluss ca.
75 % von TEGF im l6slichen Uberstand vor. Die Salzkonzentration im Aufschlusspuf-
fer betrug 300 mM Natriumchlorid und 50 mM Phosphat; dies erwies sich als notwen-
dig, um eine Koprazipitation mit bakterieller DNA zu verhindern. Uber einen Katio-
nentauscher (HiPrep SP, PHARMACIA) konnte dann das Protein bis zu einer Reinheit von
ca. 90 % dargestellt werden.

Auf diese Art prépariertes TEGF wurde in verschiedenen Studien eingesetzt. Uber
Western-Blotting des Medientberstandes und von Ganzzellextrakten wurde die Auf-
nahme in A431-Zellen verfolgt, die den EGF-Rezeptor (EGF-R) Uberexprimieren . Die
Aufnahme erfolgte innerhalb von 90 min zu tGber 90 % (Daten nicht gezeigt). Der Zu-
satz von TEGF zu Transfektionsexperimenten mit dieser oder anderen Zelllinien, die
den EGF-R Uberexprimieren, hatte jedoch keinen positiven Effekt. Spadter mit der
Mutante TGFP durchgefihrte Experimente deuten auf eine unspezifische, hocheffiziente
Aufnahme von TmHU-Fusionsproteinen in ein breites Spektrum von Zellen hin (siehe
Kap. 4.5.2). Dies lasst den Schluss zu, dass die hier beobachteten Aufnahmen zum
groféten Teil auf die Transfereigenschaften von TmHU selbst und weniger auf die Auf-
nahme Uber den EGF-R zurtickzufihren sind.

Im Hinblick auf eine eventuelle Verwendung von TmHU al's Proteintransferreagenz
ist jedoch interessant, dass ein normalerweise unldslich anfallendes Protein mit sechs
verbriickten Cysteinen durch Fusion mit TmHU zum grofdten Teil [6slich exprimiert
werden kann. Die Erhdhung der Loslichkeit eines Proteins durch Fusion an einen be-
sonders gut |6slichen Fusionspartner wird oft bei der Produktion in E. coli ausgenutzt
(Bsp.: GST-Fusionen, Trx-Fusionen) und konnte gunstig bei einer Verwendung von
TmHU als Fusionspartner therapeutischer Proteine sein; diese sind oft eukaryotischer
Herkunft und lassen sich daher schlecht I6slich exprimieren. Zur Uberpriifung dieser
Hypothese sind allerdings noch detaillierte Studien notwendig.

454 TPENund TRGD

Die Konstruktion dieser beiden Mutanten verfolgte zundchst den Zweck, die Auf-
nahme von Transfektionskomplexen in Zellen unspezifisch zu erhthen. Sowohl fir Pe-
netratin (das funktionelle Peptid der Antennapedia-Homéodomane) als auch fir RGD-
haltige Peptide (Colin 1998) wurden derartige Effekte nachgewiesen. Diese beiden
TmHU-Varianten wurden durch Einklonierung von Oligonukleotiden definierter Se-
guenz (Oligos: tpeneb+, tpenes-; trgd3+, trgd3-; die Oligonukleotide sind komplemen-
tér und bilden bei Dimerisierung Sacll-Uberhdnge aus) in den Vektor TSac konstruiert
(Abb. 4-34). Die RGD-haltige Sequenz entstammt einem als besonders aktiv bindend
identifizierten bizyklischen Peptid mit zwei Disulfidbriicken (Koivunen 1995).
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TSac . . . LKEKYPR
TPEN .+ . LEEKVPRGSGRQIKIWFQNRRMEHKEPE
TRGD .« . LEEEVPRGSGACDCRGDCFCGER

Abb. 4-34. Die C-Termini von TSac, TPEN und TRGD im Vergleich.

Analog zu TEGF konnten auch TPEN und TRGD l6dlich in E. coli BL21(DE3) ex-
primiert und effizient Uber einen Kationentauscher (HiTrap SP bzw. Poros HS) gerei-
nigt werden (Daten nicht gezeigt). Auch fur diese beiden Varianten konnte keine Ver-
besserung der Transfektion unter verschiedenen Bedingungen nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis ist wiederum ein Indiz dafir, dass TmHU per se eine sehr effiziente,
vielleicht sogar quantitative Aufnahme in eukaryotische Zellen ermdglicht und sich die-
se nicht entscheidend durch Verwendung zusétzlicher Zelloberflachenliganden etc. a-
hohen | asst.

455 Toxizitatsstudien mit TRGD

RGD enthaltende Peptide induzieren in eukaryotischen Zellen Apoptose, wahr-
scheinlich parallel Gber einen intrazelluldren und einen extrazelluldren Mechanismus
(siehe Kap. 1.7). Sie werden therapeutisch verwendet, wobei die Wirkung zumindest
teilweise mit der Apoptoseaktivitét in Verbindung steht (Buckley 1999). Da TmHU-
Fusionskonstrukte offensichtlich sehr effizient in eukaryotische Zellen aufgenommen
werden, wurde dieser Effekt mit der erstellten Variante TRGD untersucht.

Dazu wurden drei verschiedene eukaryotische Zelllinien (NIH 3T3, 293T, MCF7)
mit verschiedenen Konzentrationen von TmHU (0.2 bis 20uM), TRGD (0.2 bis
20 puM), dem Antibiotikum Staurosporin (0.2 bis 200 uM), dem Tripeptid RGD (2 bis
200 puM) sowie PBS-Puffer inkubiert und die Lebendzellzahl analysiert (Kap. 2.4.17).
Die Konzentrationsangaben fur TmHU und TRGD beziehen sich hier auf die Monome-
re (und daher im Fall von TRGD auf die effektive ,, RGD" -Konzentration).

Abb. 4-35 zeigt die Lebendzellzahlen von (a) NIH 3T3-, (b) 293T- und (c) MCF7-
Zellen nach Inkubation. Staurosporin (Daten nicht abgebildet) war fir alle getesteten
Zé€lllinien gleichermal3en toxisch, eine Konzentration von 200 uM flhrte generell zum
Absterben der gesamten Zellpopulation. Der LCsp-Wert, also die Konzentration, bei der
die Hélfte der Zellen get6tet war, lag jeweils bei ca. 10 uM. TmHU war dagegen (im
Rahmen der Messgenauigkeiten) nicht toxisch fur alle getesteten Zelllinien, im Ein-
klang mit den Vorversuchen (siehe Kap. 4.3.19). Die Wirkung des RGD-Tripeptids va-
riierte mit der Zelllinie; fir NIH 3T3-Zellen konnte keine Abnahme der Lebendzellzahl
detektiert werden, auch nicht bei Peptidkonzentrationen bis 20 mM (Daten nicht ge-
zeigt); bei MCF7-Zellen betrug sie bei den hochsten Konzentrationen maximal 10-20 %
und bei den 293T-Zellen war sie am stérksten mit einer Abnahme um 35 % bei einer
Konzentration von 200 uM. Das Fusionskonstrukt TRGD war bei den NIH 3T3- und
293T-Zellen ungefahr gleich effektiv (Abnahme der Lebendzellzahl um 70 bzw. 65 %),
aber weniger effizient bei den MCF7-Zellen (Abnahme um nur 40 %). Eine mégliche
Erklérung dafir ist eine Defizienz dieser Zellen im relevanten Apoptoseweg; dadurch
ist eine toxische Wirkung nur Uber die extrazelluléare Wechselwirkung mit den Integri-
nen moglich.
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Abb. 4-35. Anzahl der lebenden Zellen (in Prozent; semilogarithmische Auftragung) nach 24-stiindiger Inkubation mit TmHU (W),
TRGD (#) oder RGD-Tripeptid (A). Untersucht wurden (a) NIH 3T3-, (b) 293T- und (c) MCF7-Zéellen.

Mit TRGD behandelte Zellen ahnelten morphologisch den mit Staurosporin behan-
delten Zellen (z.B. Abrundung der Zellkorper), wiesen aber aufRerdem noch Charakteri-
stika wie Locher im Zellrasen oder Zusammenballung von Zellhaufen auf, die auf eine
Wirkung tber die Integrine (Kompetierung mit Zell-Zell-Wechselwirkung 0.8.) schlief3en
lassen (Abb. 4-36). Eine detailliertere morphologische oder zellbiologische Untersu-
chung (z.B. auf Caspaseinduktion) wurde an dieser Stelle nicht durchgefiihrt.
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Abb. 4-36. Mikroskopische Aufnahmen von NIH 3T3-Zellen, die mit (a) PBS, (b) TmHU (20 uM), (c) Staurosporin (200 uM) und
(d) TRGD (20 pM) im Kulturmedium inkubiert wurden. Wahrend nach Behandlung mit PBS oder TmHU nur wenige tote Zellen zu
identifizieren sind, zeigt die mit Staurosporin behandelte Probe signifikanten Zelltod. Zelltod in Verbindung mit Léchern im Zell-
rasen ist auch in einem grof3en Teil der mit TRGD inkubierten Zellen zu beobachten.



5 Diskussion der VP1-Untersuchungen
5.1 N-terminale Varianten von VP1

511 TVC

Die Stérke der Expression von TVC schwankte betrachtlich in Abhangigkeit vom
jeweiligen Expressionsplasmid, obwohl alle Plasmide Derivate der pET-Serie unter
Kontrolle der sehr effizienten T7/lac-Promotoren (NOVAGEN) sind. Ein Grund fir die
starke Expression mit dem Vektor pET19b mit zehn N-terminalen Histidinen kann be-
spielsweise eine Aushildung gunstiger Sekundarstrukturen in der mRNA sein (Zugang-
lichkeit wichtiger Sequenzen wie des Startcodons etc.). Ahnliche Beobachtungen wur-
den fur verschiedene mit N-terminalen Histidinsequenzen fusionierte Proteine gemacht
(siehe Kap. 3.6.5 sowie Ariuna Bazarsuren, Ulla Grauschopf, personliche Mitteilung).
Eine Analyse mit Programmen zur RNA-Sekundérstrukturvorhersage lieferte dazu je-
doch keine klaren Aussagen (Daten nicht gezeigt). Die Anderungen der Sekundérstruk-
tur bel Interaktion der mMRNA mit Ribosomen konnen beispielsweise nur schwer be-
rucksichtigt werden (Michael Zuker, personliche Mitteilung).

Bel starker Expression fiel TVC in inclusion bodies an. Dies wurde schon friher fur
starke Uberexpressionen von VP1 beobachtet (Ulla Grauschopf, personliche Mittei-
lung). Die am Institut angewendeten Protokolle zur V P1-Produktion beruhen entweder
auf einer gemaldigten Expression als Fusion mit dem Loslichkeit steigernden Intein
(Schmidt 2000b) oder auf einer Expression unter Kontrolle des schwécheren tac-
Promotors (Stubenrauch 1996).

Eine Aggregation von TV C kann zusétzlich auch Uber den TBP-Teil des Fusionskon-
struktes erfolgen; dafUr spricht auch die relativ geringe Loslichkeit der freien core-
Doméne von TBP. Aulerdem liegt TBP in Losung in einem Monomer-Dimer-
Gleichgewicht vor (Coleman 1995); bei Fusion an VP1, das selbst als Pentamer vor-
liegt, kann es zu einer vermehrten Aggregation und gesteigerten Unl6slichkeit kommen.

5.1.2 WeaetereN-terminale Varianten von VP1

Um Probleme dieser Art zu vermeiden, sollten N-terminale Varianten von VP1 auf
kleine, monomere Doménen beschrénkt werden. Die drei nach TVC erstellten N-
terminalen Varianten von VPL1 enthielten kurze, stark positiv geladene Sequenzen und
tendierten nicht zur Aggregation. Sie konnten in E. coli in léslicher Form exprimiert
werden, alerdings mit niedrigeren Ausbeuten als natives VP1. Die schwache Expressi-
on von Proteinen mit argininreichen N-Termini wurde auch an anderer Stelle in dieser
Arbeit (siehe Kap. 3.6.5) beobachtet und ist moglicherweise auf stabile mRNA-
Sekundarstrukturen der stark GC-haltigen Argininsequenzen zurtickzufuhren. Wahrend
die Expression von r16-VP1 zu niedrig war, um als Baustein fur das Vektorsystem &-
traktiv zu sein, konnten 111-VP1 und 234-VP1 in ausreichender Menge hergestellt wer-
den.

Beide Varianten von VP1 konnten in vitro zu Kapsiden assembliert werden. Es
liegen auRerdem Indizien vor, dass 234-VP1 stérker Nukleotide bindet als VP1-3C und
andere Varianten mit natirlichem N-Terminus. Dies wird beispielsweise durch die
Elution von DNA bei hoherer Salzkonzentration (Kap. 3.4.2) sowie den effektiveren
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DNase-Schutz nahe gelegt. Trotzdem konnte die Effizienz der Plasmidverpackung
(Kap. 3.3.2) mit dieser Mutante nicht gesteigert werden. Mit der neu etablierten
Reinigungsmethode tber Kationentauscher wird es aber moglich sein, alle Varianten
von VPl in wesentlich hoherer Qualitdt herzustellen. Eine Reevaluierung der
Verwendung von 234-VP1 in der Plasmid- und Oligonukleotidverpackung ist dann
sinnvoll, ebenso biophysikalische Studien zur Interaktion mit DNA.

5.2 Verpackung von Plasmid-DNA in Polyoma-VP1

5.2.1 DieUnzulanglichkeit der in vitro-Analysen

Keine der im Rahmen dieser Arbeit evaluierten in vitro-Analysemethoden (von de-
nen nur der DNase-Assay im Detail beschrieben wurde) erwies sich al's zur Quantifizie-
rung der DNA-Verpackung in VP1-Kapside geeignet.

Deutlich wird dies besonders bei dem in der Literatur oft erwahnten DNaseschutz-
Assay (Forstova 1995). Die Methode ist stark von den Inkubationsparametern abhéngig;
bei einem Verdau mit hohen DNasekonzentrationen, bei hoher Temperatur oder langer
Inkubationszeit konnte auch in VP1 ,verpackte® DNA quantitativ abgebaut werden
(Daten nicht gezeigt). In der Literatur beschriebene Abbauanalysen werden typischer-
weise bel niedrigen Temperaturen und/oder kurzen Inkubationszeiten durchgefihrt (z.B.
Forstova 1995).

Aul3erdem ist nicht klar, ob die DNA tatsachlich in das Kapsidinnere aufgenommen
wird. Es gibt auf der Kapsidoberflache tiefe Furchen, in die eine Einlagerung der DNA
und damit ein Schutz vor DNase denkbar ist; der DNase-Assay erlaubt also kein klares
Urteil Uber die Verpackungseffizienz. Ebenso sagt er nichts dartiber aus, ob die derart
geschiitzte DNA auch funktionell ist, also Zellen transfizieren kann.

Das Auftreten prominenter Banden geschitzter DNA mit einer Lénge von 1.6 bis
2 kb lasst sich durch eine unvollstéandige Inkorporation der DNA in die Kapside erkl&a
ren: im Innern liegende Stiicke der DNA werden dadurch geschitzt, die auf3en liegen-
den Teile werden verdaut (Abb. 5-1). Diese Hypothese wird von kirzlich veroffent-
lichten elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Interaktion von DNA mit VP1 ge-
stitzt (Stokrova 1998). Einen éhnlichen Effekt wiirde man alerdings auch bel einer
Einlagerung der DNA in die duf3eren Furchen beobachten.

Ahnliche Unsicherheiten gibt es bei alen bisher bekannten in vitro-
Nachweismethoden. Allein Einzelmolekilanalysen wie FACS oder FCS, die eine Un-
tersuchung isolierter Partikel erlauben, scheinen geeignet flr eine realistische Beurtei-
lung der Verpackungseffizienz. Der bisherige Stand der Technik ermoglicht derartige
Messungen allerdings nicht. Daher wurde das VP1-Verpackungssystem mit einem
funktionellen Nachweis analysiert: Gber die Effizienz der Transfektion in eukaryotische
Zéllen. In vitro-Methoden sollten nach Meinung des Autors dieser Arbeit alenfalls als
ein Indiz fur erfolgreiche Verpackung gedeutet werden, denen eine Uberpriifung in vivo
folgen muss, was alerdings in vielen Publikationen zu diesem Thema vernachlassigt
wird (vgl. Stokrové 1998, Braun 1999).
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Abb. 5-1. Modellvorstellung zum DNase-Schutzassay. Die nur zum Teil erfolgte Inkorporation der DNA in Kapside, aber auch die
Einlagerung in Furchen auf der Oberfléche konnte die beobachtete Fragmentlange von 1.6-2 kb erkl&ren.
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5.2.2 Transfektion mit Polyoma-VP1

Transfektionsexperimente. Zur Analyse der Transfektion in eukaryotische Zellen
wurden einzelne Zellen quantifiziert, entweder durch /acZ-Expression und Farbung mit
X-Gal oder durch EGFP-Expression und Visualisierung im Fluoreszenzmikroskop. Das
hat gegeniber Analysen, die beispielsweise auf Zelllysaten aufbauen, nicht nur den
Vorteil, dass der prozentuale Anteil an transfizierten Zellen besser abgeschétzt werden
kann, sondern auch, dass diese transfizierten Zellen mikroskopisch untersucht werden
koénnen. Auf diese Art konnen Artefakte und Unregelméailigkeiten leichter identifiziert
werden.

Beispielsweise gibt es bel Transfektionen des lacZ-Reportergens mit aus E. coli iso-
liertem Protein oft das Risiko einer Kontamination durch endogene b-Galaktosidase
(eigene Untersuchungen, Daten nicht gezeigt). Wahrend in einem Gesamtzellassay die-
se Kontamination ein Signal gibt, das sich von einem Signal aufgrund erfolgreicher
Transfektion prinzipiell nicht unterscheiden lasst, kann bei einer Einzelzellanalyse die
Artefaktfarbung durch kontaminierende bakterielle b-Galaktosidase von der Farbung
durch intrazellul&re b-Gal aktosidase | eichter unterschieden werden.

Die erfolgreiche Transfektion von Plasmid-DNA mit Hilfe von in E. coli rekombi-
nant hergestelltem VP1-Protein konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals nachgewiesen
werden. Bisher beschriebene Experimente wurden entweder mit aus eukaryotischen
Systemen gewonnenen Proteinen durchgefihrt (Forstova 1993, Forstova 1995) oder
sind rein biochemischer Natur und enthalten keine Transfektionsdaten (Stokrova 1998,
Braun 1999). Posttranslationale Modifikationen von VP1 sind also grundsétzlich fur
eine Transfektion nicht zwingend notwendig. Durch diesen wichtigen Befund (proof of
principle) konnte ein Patent zur Etablierung eines modular aufgebauten Vektorsystems
eingereicht werden (Bohm 1999; zum Prinzip des modularen Vektorsystems siehe auch
Schmidt 2000b).

Die Effizienz des Gentransfers von pEGFP-N1 mit aus E. coli-Zellen gewonnenem
VP1 betrug allerdings nur ca. 0.1 bis 3 %, bezogen auf die Zahl ausgeséter Zellen. Diese
geringe Ausbeute kann mehrere Ursachen haben:

Aqggregationsprobleme. Das Problem der Aggregatbildung ist fir langere DNA-
Molekle erheblich, denn diese bilden in Losung (speziell nach Kondensation durch
kationische Agenzien) so genannte Toroide aus, das sind kreisformige DNA-Aggregate
mit einem Durchmesser im Bereich mehrerer Mikrometer (Bloomfield 1996). Eine Ver-
packung dieser Aggregate ist bei einem Innendurchmesser der Kapside von ca. 30 nm
unmdglich. Andere Studien zeigen, dass nicht nur die Verpackung von Plasmiden in
VP1 ineffizient ist. Auch die Verpackung von Proteinen am Beispiel von EGFP gelang
nur in geringen Ausbeuten (Gunther 1999), obwohl die Aufnahmekapazitat von VP1-
Kapsiden fir Proteine grundsétzlich hoch genug ist. Selbst die Verpackung von Pepti-
den in Kapside war problematisch; unter anderem sank die Assemblierungseffizienz,
wenn der stochiometrische Uberschuss von Peptiden gegeniiber VP1 zu grol3 war
(Schmidt 2000b). Speziell in solchen Féllen kann ein zusétzlicher Reinigungsschritt zur
Abtrennung von Aggregaten vor der Verwendung in Zellkultur einen positiven Effekt
auf die Transfereffizienz haben. Versuche zur Senkung der Aggregatbildung wurden im
Rahmen dieser Arbeit durchgefihrt und werden nachstehend diskutiert.
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Verunreinigungen aus der VP1-Préparation. Die Inteinreinigung hat sich als effizi-
entes System erwiesen, rekombinantes VP fur biochemische Studien zur Verfligung zu
stellen (Schmidt 2000b). Dennoch konnte im Rahmen dieser Arbeit eine Reihe von
Kontaminationen identifiziert werden, die sich durch diese Einschritt-
Affinitétschromatographie nicht entfernen lief3en. Dazu gehdren Oligonukleotide, die
von VP1 gebunden und so vor dem Verdau durch DNase im Aufschlusspuffer geschiitzt
werden. Noch gravierender ist wahrscheinlich die Kontamination mit Endotoxinen,
bakteriellen Zellwandbausteinen, die in tblichen VP1-Préparationen noch in Konzen-
trationen von 2 bis 6:10* endotoxin units/ml vorliegen und erheblichen Einfluss auf die
eukaryotischen Zellen haben kdnnen. Einer der wichtigsten Schritte im Rahmen weite-
rer Untersuchungen von VP1 als Transfersystem ist daher die Etablierung einer routi-
nemafdigen, stringenten Nachreinigung von VP1. Dabei kann (unter anderem auch we-
gen des ionischen Charakters der Interaktion zwischen Endotoxinen und Proteinen
(Petsch 1998)) der Einsatz von lonenaustausch-Chromatographie, wie im Kapitel 3.2.3
beschrieben, vorteilhaft sein. Zwar wurde in friheren Studien (Stubenrauch 1996) fir
Wildtyp-VP1 keine quantitative Bindung an einen Kationentauscher erreicht, alerdings
war bei diesen Untersuchungen offensichtlich der pH-Bereich zu niedrig gewéhlt. Das
fur die N-terminalen Varianten in Zusammenarbeit mit Christiane Jager etablierte Pro-
tokoll konnte inzwischen erfolgreich auf VP1 mit nativem N-Terminus durch Reinigung
bei pH 9 Ubertragen werden (Christiane Jager und Christoph Parthier, personliche Mit-
teilung).

Ineffiziente Freisetzung aus Endosomen. In fluoreszenzmikroskopischen Untersu-
chungen von NIH 3T3-Zellen wurde eine fast ausschliefdliche Konzentration leerer
VP1-Kapside in Lysosomen ohne Freisetzung ins Zytosol beobachtet (Schmidt 2000b).
Wenn die Freisetzung aus den Endosomen erhéht wird, beispielsweise mit speziell da-
fr konstruierten Varianten von VP1, wird wahrscheinlich auch die Effizienz des Trans-
fers steigen.

Ineffizienter Transport zum Zellkern. Die Abhangigkeit der Effizienz des Transfers
von der Konfluenz deutet auf einen nicht vollsténdig stattfindenden Kerntransport der
Partikel hin; in konfluenten, ruhenden Zellen ist die Kernmembran intakt und daher ein
Eindringen in den Kern nur dann moglich, wenn das Transfektionsagens einen spezifi-
schen Eintrittsweg bereit stellt (vergleiche dagegen die Ergebnisse mit TmHU, Kap.
4.3.11). Zwar befindet sich eine Kerntranslokationssequenz am N-Terminus von VP1,
aber eine gezielte Einbringung weiterer Kernlokalisationssequenzen konnte die Aus-
beute erhéhen. Im nattrlichen Polyomavirus gibt es diese zusétzlichen Kerntranslokati-
onssequenzen in den Nebenhllproteinen VP2 und VP3.

Simulation nativer Zustéande zur Erhéhung der in vitro-Ver packung. Der Zusatz
des thermophilen Histons TmHU zu V erpackungsansétzen mit VP1 fuhrte nur bei nied-
rigen Konzentrationen zu einer geringen Erhdhung der Transfektionseffizienz im Ver-
gleich zur Erh6hung des unspezifischen Hintergrundes. Wie im zweiten Teil des Ab-
schnitts ,, Experimente und Ergebnisse” demonstriert wurde, handelt es sich bei TmHU
selbst um ein sehr effizientes DNA-Transfersystem, dessen Aktivitét in den hier darge-
stellten Szenarien offensichtlich die des VP1-Systems bei weitem Ubertrifft. Offensicht-
lich Uberlagert die Transfektionseffizienz von TmHU die von VP1 bel hdheren Kon-
zentrationen vollstandig.
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Im Laufe dieser Untersuchungen wurde eine Arbeit verdffentlicht, die einen ahnli-
chen Ansatz verfolgte (Soeda 1998). In dieser wurde Polylysin eingesetzt, um die Ver-
packungseffizienz in VP1-Partikel bedeutend zu erhthen. Dabei wurde auch ein Anstieg
des Hintergrundes durch Transfektion der DNA mit Polylysin festgestellt; dieser er-
folgte aber versetzt bei htheren Konzentrationen von Polylysin. Diese Publikation ist
alerdings bisher die einzige, die Uber eine derartige Steigerung der Ausbeute von VP1-
Transfektionen berichtet. In Anbetracht eigener Ergebnisse und der Experimente der
Arbeitsgruppe um Wolf Bertling, die mit einer Reihe kationischer Proteine keine Erho-
hung der Transfereffizienz erreichen konnten (Wolf Bertling, personliche Mitteilung),
mussen diese Daten jedoch kritisch betrachtet werden.

Auch eine Verpackung mit Kernextrakten aus NIH 3T3-Zellen konnte die Effizienz
nicht signifikant erhdhen, im Gegensatz zu Erfahrungen mit in vitro verpackten SV40-
Partikeln (Sandalon 1997). Allerdings konnte bisher, im Gegensatz zu SV 40, auch keine
spezifische Verpackungssequenz fur VP1 nachgewiesen werden (Schmidt 2000Db).

Der Zusatz von BSA im Verpackungsansatz zeigte einen positiven Effekt auf die Ef-
fizienz des Transfers in dhnlicher GrofRenordnung wie TmHU. BSA besitzt selbst keine
DNA-Transfereigenschaft; der Hintergrund nahm bei diesen Experimenten nicht zu. Ob
fur diese Steigerung wirklich ein excluded volume-Effekt verantwortlich ist, also eine
erhohte Verpackungseffizienz durch Volumenausschluss, ist unklar; die tatsachliche
Konzentration an Proteinen und Nukleinsduren im eukaryotischen Zellkern (in dem na-
turliche Polyomaviren assembliert werden) ist ca. 100-mal hoher als die hier eingesetzte
Konzentration. Der positive Einfluss von BSA konnte daher auch auf dessen generell
stabilisierenden Charakter zurtickzufihren sain.

Die Simulation nativer Zustande fir die Verpackung von DNA in VP1-Kapside wird
durch die Tatsache erschwert, dass immer noch relativ wenig tber den natirlichen Pro-
zess bekannt ist. So beschranken sich die hier aufgefiihrten Ansatzpunkte auf allgemei-
ne Hypothesen zum Mechanismus viraler Assemblierung, ohne auf eventuell ausge-
prégte Besonderheiten des Polyomavirus einzugehen. Auch die Grundlagenforschung
auf dem Gebiet der Polyomavirus-Biologie sollte daher fur eine gentherapeutisch a-
beitende Gruppe ein wichtiges Thema werden, um Uber weitere Einblicke in die nattrli-
chen Ablaufe neue Ansatzpunkte fir eine Verbesserung der Verpackungseffizienz iden-
tifizieren zu kénnen. Eine genauere Simulation der in vivo-Bedingungen wird wahr-
scheinlich auch die Verpackungseffizienz in vitro erhdhen.

5.2.3 Verpackung von Substanzen Gber matriximmobilisiertes VP1

Die hier beschriebenen Versuche zur Verpackung von DNA CUber reversibel immobi-
lisierte Proteine hatten zum Ziel, die oben schon aufgefihrte Toroidbildung von kon-
densierter DNA einzuschranken (Abb 5-2). Toroide Uberschreiten das Grofenlimit der
kleinen VP1-Kapside und kdnnen nicht verpackt werden.

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass Verkapselungsprozesse, wie sie bel der
Erzeugung definierter Formulierungen in der Therapie von Bedeutung sein konnen,
positiv durch eine reversible Anlagerung an eine Matrix beeinflusst werden koénnen.
Dabel konnte diese Technik nicht nur fir die DNA-V erpackung, sondern beispielsweise
auch fir die Verkapselung von Proteinen oder anderen Wirkstoffen von Bedeutung sein.
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Entsprechende Verfahren wurden bisher noch nicht beschrieben; die durchgefihrten
Untersuchungen wurden daher a's Patent eingereicht (Esser 1999c).

Ob sich das System fur den konkret hier vorgestellten Fall — Verpackung von DNA
in VP1-Kapside — verwenden lassen wird, hangt davon ab, ob die intrinsischen Schwie-
rigkeiten und Variabilitdten mit der VP1-Transfektion Uberwunden werden kdnnen (sie-
he Kap. 5.2.2). Wegen der Empfindlichkeit eukaryotischer Zellen gegentiber Verunrei-
nigungen ist es fraglich, ob — wie hier beispielhaft durchgefiihrt — in einem Ein-Schritt-
Prozess eine Chitin-Affinitétsreinigung und gleichzeitig die Immobilisierung fur die
Verpackung realisiert werden kann. Denkbar ist beispielsweise die Reinigung eines Fu-
sionsproteins nach konventionellen chromatographischen Methoden und die darauf fol-
gende Immobilisierung Uber seinen Fusionsanteil zur Verpackung.

Neben dem Inteinsystem sind auch alternative Immobilisierungsmethoden denkbar;
diese werden allerdings durch den Charakter der Wechselwirkung eingeschrankt. So
machen beispielsweise Immobilisierungen Uber ionische Wechselwirkungen wenig
Sinn, wenn DNA verpackt werden soll — ein Prozess, der ebenfalls auf der Wechselwir-
kung entgegengesetzter Ladungen beruht. Es kommen also de facto vornehmlich affi-
nitétsbasierte Immobilisierungen in Frage, neben der Chitinbindungsdomane beispiels-
weise das oft verwendete GST (Glutathion-S-Transferase), das auch den zusétzlichen
Vorteil hat, nicht notwendigerweise durch Zusatz einer Protease abgespalten werden zu
mussen, sondern auch durch Zugabe von freiem Glutathion eluiert werden kann.
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Abb. 5-2. Hypothetisches Modell der Verpackung uber Matriximmobiliserung. Durch Fixierung und réumliche Trennung der
Kapsomere wird die Aggregation der immobilisierten DNA-Molekile eingeschrénkt. Die Plasmide kdnnen nach Kondensation mit

einem geeigneten Mittel effizienter in die Kapside verpackt und dann eluiert werden. Dieses System sollte sich auch auf die Ver-
packung anderer Substanzen Ubertragen lassen.
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5.3 Versuche zur Zielsteuerung von VP1-Kapsiden

531 BTV

Wegen der besonders starken, nichtkovalenten Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung
(Kp » 10 M) war die in vivo-Biotinylierung von VP1 ein viel versprechender Ansatz
im Rahmen des modularen Vektorsystems (Schmidt 2000b) zur Etablierung eines all-
gemein verwendbaren K opplungsmoduls.

Die erheblichen Loslichkeitsprobleme, die die genetische Fusion des Bio-tags in das
VP1-Protein hervorrief, waren unerwartet, da der entsprechende Oberfl&chenloop in
anderen Ansétzen effizient zur Insertion von Proteindomanen verwendet werden konnte
(Schmidt 2000b). Inzwischen existieren parallel zu diesem System entwickelte Prinzipi-
en der Kopplung von Proteinen auf VP1 (Stubenrauch, Dissertation in Vorbereitung,
sowie weitere Arbeiten am Lehrstuhl), die keine gréf3eren Loslichkeitsprobleme erken-
nen lassen. Aus diesem Grund ist der Bedarf an einem gegebenenfalls kompliziert zu
beherrschenden System begrenzt, was die Einstellung des Projektes im Rahmen dieser
Arbeit rechtfertigt.

Erfolg haben konnte ein Ansatz, der hier allerdings nicht weiter verfolgt wurde,
nadmlich die in vitro-Biotinylierung von VPL1, beispielsweise Uber das in der Mutante
T248C exponierte, dem Lésungsmittel zugangliche Cystein, das effizient zur Kopplung
eines Fluoreszenzfarbstoffs verwendet werden konnte (Schmidt 1999). Chemikalien zur
in vitro-Biotinylierung sind kommerziell erhdltlich, allerdings spielen hier die im Ver-
gleich zur ,,automatischen” in vivo-Biotinylierung in E. coli entstehenden hoheren Ko-
sten eine nicht zu vernachl&ssigende Rolle.

5.3.2 Zielsteuerung tiber EGF

EGF-R-Expresssion in verschiedenen Zelllinien. Die besonders starke Uberex-
pression des EGF-R in A431-Zellen (Kap. 3.6.2 und Kikuchi 1996) macht diese zu &-
nem geeigneten Modell zur Beurteilung von therapeutischen Ansdtzen mit EGF-
vermittelter Aufnahme. Aus eigenen Transfektionsstudien (Kap. 4.3.15) und verdéffent-
lichten Daten (Chen 1998) wird jedoch deutlich, dass sich Transfektionen in A431-
Zellen nur begrenzt mit denen in andere Zellen (beispielsweise in NIH 3T3-Zellen) ver-
gleichen lassen, da sie — vom Agens unabhangig — eine besonders niedrige Transfekti-
onseffizienz besitzen.

Fir eine erste Beurteilung der Zielsteuerung ist dagegen ein Zelllinienpaar, das sich
nur in der angesteuerten Komponente — hier der EGF-R — unterscheidet, sinnvoller. Fir
diesen Zweck wurde die Zelllinie NE13 konstruiert.

Die Variation der EGF-R-Expression in den unterschiedlichen Klonen (Abb. 3-11)
ist auf mehrere Faktoren zurtickzufthren.

Zum einen ist die Anzahl der Plasmide, die stabil ins Genom integrieren, wichtig.
Grundsétzlich steigt die Expression mit der Zahl integrierter Plasmide, die damit auch
zur Genexpression zur Verfligung stehen. Zum anderen spielt auch der Ort der Lineari-
sierung eine Rolle; wird das zirkulér eingefihrte Plasmid innerhalb des EGF-R-Gens
oder einer regulierenden Sequenz gespalten, wird die Expression unterbunden. Der Se-
lektionsmechanismus ist lediglich an das Vorhandensein der Neomycinresistenz gebun-
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den und nicht an der des EGF-R. Da sich beide Gene auf verschiedenen Plasmiden be-
finden, ist eine Selektion von Zellen moéglich, die nur das Gen fir die Antibiotikaresi-
stenz tragen, aber nicht das fir den EGF-R.

Der isolierte Kolonieklon NE13 ist sehr gut fur den Modellstudien zum EGF-R-
vermittelten Gentransfer geeignet. NE13-Zellen exprimieren den EGF-R noch stérker
als A431-Zellen. Zudem bilden sie in Verbindung mit NIH 3T3-Zellen, von denen se
abgeleitet wurden und die den EGF-R nicht Uberexprimieren, ein ideales Systempaar
zur Beurteilung des spezifischen Zelltargetings, d.h. der Transfektionseffizienz in Ge-
genwart des Rezeptors im Vergleich zur Transfektionseffizienz in Abwesenheit des Re-
zeptors.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuche zur Zielsteuerung von VP1
bzw. TmHU-DNA-Aggregaten fuhrten nicht zum Erfolg; die VP1-Versuche, well die
entsprechenden Proteine nicht in ausreichenden Mengen hergestel It werden konnten, die
TmHU-Versuche, weil die Aufnahme von TmHU offensichtlich nicht Gber einen spezi-
fischen Weg verlauft und daher auch in A431-Zellen nicht vom EGF-R abhing (siehe
nachstehend). Aus diesem Grund konnten NE13-Zellen nicht adagquat im Rahmen dieser
Studien eingesetzt werden. Die Nutzlichkeit dieses Zelllinienpaars konnte allerdings
schon im Rahmen der Experimente von Masumi Katane mit chiméren Retroviren unter
Beweis gestellt werden (Masumi Katane, Dissertation in Vorbereitung). Eine spezifi-
sche Aufnahme gelang hier, wenngleich auch unter niedrigen Effizienzen; nach Opti-
mierung der Virenproduktion sind hier deutlichere Ergebnisse zu erwarten.

EGF-VP1-Chiméren und nichtgenetische Kopplung von EGF an VP1. Die Ex-
pression beider EVP-Varianten gelingt grundsétzlich |6slich, was auf eine korrekte
Faltung des VP1-Teils hindeutet: dieser ist nativ nur als Pentamer bekannt. Allerdings
aggregiert das Protein bei Abspaltung des Inteins mit Ausnahme eines geringen Anteils,
der in LAsung bleibt. Da verschiedene Variationen von Redoxbedingungen in vivo und
in vitro ohne Wirkung blieben, kann davon ausgegangen werden, dass das Problem
wahrscheinlich nicht alein in einer fehlerhaften Ausbildung der Disulfidbriicken liegt.
Diese Vermutung wird von der Tatsache gestiitzt, dass sich eine Fusion von EGF mit
TmHU sehr gut in E. coli 16slich exprimieren lasst (siehe Kap. 4.5.3). Ein mogliches
Problem konnte in EVP die raumliche Nahe der EGF-Einheiten im Pentamer und die
daraus resultierende Anfélligkeit bel falscher Faltung sein.

Die Mengen an EVP, die zur Verfligung standen, waren zu gering, um die Aufnahme
in eukaryotische Zellen oder Auswirkungen auf die Transfektionseffizienz zu untersu-
chen. Zur Kopplung von EGF auf VP1-Pentamere scheint daher eine Strategie gunsti-
ger, die eine getrennte Produktion des VP1-Kopplungsmoduls und des EGF-Teils vor-
sieht. Dieser kann dann bei L6slichkeitsproblemen separat in vitro renaturiert werden.

Diein dieser Richtung getétigten Vorversuche zur Expression von EGF mit polykat-
ionischen Sequenzen sind viel versprechend, insbesondere, nachdem es gelang, durch
Umklonierung in den Vektor pET19b die Expression bedeutend zu erhdhen. Die an-
schlieffende Optimierung der Reinigung und Ruckfaltung des polyR-EGF geht jedoch
Uber den Rahmen dieser Dissertation hinaus und wird daher nicht mehr weiter ausge-
fahrt.
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6.1 Expression von rekombinantem TmHU

Rekombinantes TmHU lief3 sich in E. coli mit Ausbeuten von durchschnittlich 20 bis
30 mg/l Bakterienkultur im Schittelkolben exprimieren. Es ist zu erwarten, dass diese
Ausbeute sich im Rahmen einer optimierten Hochzelldichtefermentation noch weiter
steigern lasst. TmHU stellt daher ein biotechnologisch sehr attraktives Protein dar, das
vergleichsweise kostengiinstig hergestellt und gelagert werden kann.

Von Vortell fur die Expression erwies sich auch die tiberraschende Erkenntnis, dass
TmHU auf den bakteriellen Organismus offensichtlich nicht toxisch wirkt, da auch nach
langerer Induktion mit IPTG keine Uber das normale Mal3 hinaus gehenden negativen
Effekte (z.B. Absterben der Zellen, bedeutend verlangsamtes Wachstum etc.) beobach-
tet werden konnten. Dies |&sst sich wahrscheinlich darauf zurtickfihren, dassim nativen
Organismus ohnehin ein Grof3teil der bakteriellen DNA von dem entsprechenden Ho-
mologen aus E. coli, ECOHU, besetzt ist.

Das Fehlen toxischer Effekte ist natrlich nicht nur im Hinblick auf eine rekombi-
nante Herstellung relevant, sondern auch fir die angestrebte Verwendung als Therapeu-
tikum oder in der Biotechnologie in eukaryotischen und prokaryotischen Zellen.

Die Reinigung von TmHU mit der hier vorgestellten Kombination aus Hitzebehand-
lung und Kationenaustauschchromatographie stellt Protein in gentigender Reinheit und
Ausbeute zur Verfigung. Insbesondere fur weitere in vivo-Versuche muss jedoch die
Stringenz der Reinigung noch weiter erhoht werden, was besonders fur die Kontamina-
tion mit Endotoxinen aus E. coli gilt. Beispielsweise kann eine Reinigung mittels prépa-
rativer reversed phase-HPLC vorteilhaft sein. Diese Chromatographieart verwendet
sehr stringente, denaturierende Bedingungen (Zusatz von TFA und Acetonitril). Da
TmHU nach Denaturierung wieder effizient renaturiert werden konnte, kann in der RP-
HPL C eine moégliche Erweiterung der bisherigen Reinigung liegen.

6.2 Physikochemische Charakterisierung von TmHU

6.2.1 Grundlegende Charakterisierung

Die spektroskopische und biochemische Untersuchung von TmHU bestétigt die B-
wartungen, dass sich das Protein als typisches HU-Homologes verhdlt. Dies trifft bei-
spielsweise fur strukturelle Studien zu (sowohl mit CD-Spektroskopie al's auch mit Hilfe
von Computermodellierung), die keine besonderen Abweichungen von bisher publi-
zierten HU-Strukturen erkennen lassen. Die hdhere Packungsdichte in der Struktur setzt
TmHU von anderen Homologen ab und ist in &hnlicher Form schon bei anderen ther-
mostabilen Proteinen beobachtet worden (Bhm 1992). In Ubereinstimmung mit der
Literatur wird TmHU mit verschiedenen physikochemischen Methoden als Dimer
nachgewiesen.

Interessant ist der im Vergleich zu anderen HU-Homologen hohere isoelektrische
Punkt, der aus einem hoheren Anteil an positiv geladenen Aminosduren resultiert.
Durch die Konzentration der positiven Aminosauren in der DNA-Bindungsregion ergibt
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sich ein starkes Dipolmoment, das eine feste Bindung des Proteins an die DNA begulin-
stigt.

Der ermittelte Schmelzpunkt fur TmHU liegt mehr als 10 °C Uber der maximalen
Wachstumstemperatur von Thermotoga maritima (85 °C); das Protein gehdrt damit zu
den stabilsten DNA-bindenden Proteinen, die bisher charakterisiert wurden. Die Attrak-
tivitét eines derart stabilen Proteins fir die Biotechnologie ist entsprechend hoch, da auf
Kuhlung wéhrend und nach der Reinigung verzichtet werden kann (Entfernung bzw.
Inaktivierung von Proteasen vorausgesetzt) sowie auch eine generelle Stabilitdt des
Proteins zu erwarten ist.

6.2.2 Bindungvon TmHU an DNA

Die Bindung von HU-Proteinen an DNA wurde bisher nur mit vergleichsweise un-
genauen Methoden quantifiziert (Cann 1995, Coombs 1996). Die hier durchgefihrte
Messung der Interaktion mit Hilfe der Oberflachenplasmonresonanz erlaubte eine -
verlassige Bestimmung der Dissoziationskonstante und anderer Charakteristika (Koope-
rativitét, Bindungslange).

Einer der Nachteile der Oberflachenplasmonresonanz ist der Anteil des Massentrans-
ports an kinetischen Messungen, der zu Fehlinterpretationen fuhren kann. Er tritt auf,
wenn der Transport von Analytmolekilen zur Sensoroberflache den kinetisch limitie-
renden Schritt darstellt (Bl Atechnology Handbook, BIACORE AB). Da im vorliegenden
Fall jedoch im thermodynamischen Gleichgewicht gemessen wurde, sind die Daten
nicht durch Massentransport verfalscht.

Interessanterweise lieferten diese beiden Untersuchungen zwar einen identischen
Wert fur die Dissoziationskonstante Kp= 73 nM fur die Bindung eines Dimers an DNA,
aber die Hill-Koeffizienten unterschieden sich betrachtlich (7.6 und 1.3 fur das 56 bp-
und 23 bp-Fragment, respektive). Offensichtlich ist die Kooperativitdt der Bindung von
HU an die langere DNA sehr hoch; dies kann auf die Ausbildung regelméfdiger Sekun-
darstrukturen zuriickzufihren sein. Das kleinere Fragment erlaubt offensichtlich nicht
die Bindung einer grof3en Zahl von HU-Proteinen, was Ausdruck in dem niedrigen Hill-
Koeffizienten findet. Ein genauer Vergleich der Dissoziationskonstante mit publizierten
Werten ist schwierig, da unterschiedliche Messmethoden angewendet wurden und man-
che der HU-Proteine sehr spezifisch an DNA-Sequenzen bzw. Strukturen binden. Der
hier ermittelte Wert liegt allerdings in der gleichen GrofRenordnung wie die Dissoziati-
onskonstante anderer, DNA nicht spezifisch bindender HU-Proteine. EcoHU bindet
beispielsweise mit einer Dissoziationskonstante von 100 bis 300 nM an lineare DNA
(Cann 1995).

Die in diesen Messungen gewonnenen Daten lassen sich nun zu einem Gesamtbild
der Bindung von TmHU an DNA zusammenfassen: Die Bindung ist mit einem Kp von
73 nM fest genug, um eine Interaktion bei intrazelluldren Konzentrationen von TmHU
und DNA zu gewahrleisten (fir EcoHU liegt die intrazellulére Konzentration bei 50 bis
80 uM (Shindo 1992)). Allerdingsist sie nicht so stark, dass eine Interaktion von weite-
ren mit DNA interagierenden Proteinen nicht moglich ist.

Zur Bindungslénge von HU-Proteinen an DNA existieren in der Literatur wider-
sprchliche Aussagen. So wurden von einigen Arbeitsgruppen Bindungslangen zwi-
schen acht und zehn Basenpaaren ermittelt (Broyles 1986, Bonnefoy 1991), andere Pu-
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blikationen postulieren eine langere Bindungsstelle von 20-30bp (Lavoie 1996). Die
Messungen an TmHU unterstiitzen jedoch eindeutig das Modell einer kirzeren Bin-
dungsstelle. Erstens waren die fur das 56 bp- und das 23 bp-Fragment ermittelten Dis-
soziationskonstanten identisch. Dies spricht gegen eine Bindungslange tber 23bp, da
dann die fehlenden Interaktionen in einer schwéacheren Bindung resultieren mussten.
Zweitens konnten in den Stochiometriebetrachtungen fir beide DNA-Fragmente Bin-
dungslangen von neun bis zehn Basenpaaren ermittelt werden. Auch die Anderung des
Hill-K oeffizienten mit der DNA-L&nge ist in Ubereinstimmung mit dem Modell; bei
einem langeren DNA-Fragment gibt es wesentlich mehr M6glichkeiten der Interaktion
der einzelnen HU-Molekile untereinander as bei einem kurzen Fragment. Eine hohe
Kooperativitat der Bindung an DNA wurde fir einige andere Proteine nachgewiesen; so
wurde fir die Bindung des UmuD’ C-ssDNA-bindenden Proteins ein Hill-Koeffizient
von 3 (Bruck 1996), fur die des arc-Repressors as Tetramer ein Hill-Koeffizient von
3.5 ermittelt (Brown 1990). Die im Vergleich mit diesen Proteinen noch hdhere Koope-
rativitdt der Bindung ist moglicherweise ein Indiz fir die Kondensation der DNA nach
Bindung an HU-Proteine (Murphy 1995).

Ein weiterer moglicher Grund fur die Sigmoidizitét konnte die Bildung von Aggre-
gaten hoherer Ordnung und deren vorzugsweise Bindung an die DNA sein (Los
so 1986). Allerdings konnten derartige Aggregate weder in der Ultrazentrifugation noch
in der Gelfiltrationschromatographie oder in der chemischen Quervernetzung beobach-
tet werden. Desweiteren spricht dagegen auch der signifikante Unterschied der Hill-
K oeffizienten bei Bindung an das 23 bp- bzw. 56 bp-Fragment.

Die Kirze der hier ermittelten Bindungslange ist nur scheinbar ein Widerspruch zur
Modellstruktur, bei der ein einziges TmHU-Dimer mit ca. 30 bp DNA interagiert (siehe
Abb. 4-6b); die Vorgaben der Modellierung erlaubten keine Anlagerung mehrerer
TmHU-Proteine, und die Homologie zum Templat des Modells ist grof3 genug, dass die
Wechselwirkung sehr 8hnlich modelliert wird.

6.2.3 TmHU-vermitteter Schutz von dsDNA vor Aufschmelzen

Die Funktion der HU-Proteine in Bakterien ist vielféltig (siehe Kap. 1.8.2), dlerdings
Uberwiegt die Funktion als Kondensationsagens, also als eine Substanz, die aufgrund
der stark positiven Ladung das polyanionische Phosphatriickgrat der DNA neutralisiert
und auf diesem Wege eine Kondensation (hier gleichbedeutend mit einer VVolumenver-
ringerung) bewirkt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass TmHU vielleicht auch
eine weitere Funktion in thermophilen Organismen wahrnehmen konnte: den Schutz
von dsDNA vor thermischer Denaturierung.

Da der GC-Gehalt dieser Lebensformen nicht signifikant hoher ist als der von meso-
philen (Gerald Bohm, personliche Mitteilung), ist die Existenz eines Schmelzschutzes
sehr wahrscheinlich. Es konnte hier gezeigt werden, dass TmHU diese Funktion sehr
effektiv wahrnehmen konnte. Dagegen konnte ein Schmelzschutz nicht fur das meso-
phile Homolog, EcoHUa, nachgewiesen werden. Eine solche Funktion ist auch fir
mesophile Organismen voraussichtlich nicht von evolutivem Wert, da deren tolerierte
L ebenstemperaturen weit unterhalb der physiologischen Schmelztemperaturen selbst
kurzer, AT-reicher Sequenzen liegen sollte.
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Interessant ist diese Eigenschaft von TmHU eventuell auch fir biotechnologische
Anwendungen, bel denen eine Doppelstréngigkeit von Nukleinsauren aufrecht erhalten
werden muss. Denkbar ist hier ein Einsatz bei allen Hybridisierungstechniken, bei der
Autoklavierung sowie bei der Verabreichung kurzer, leicht schmelzender Oligodinu-
kleotide. Diese Anwendungen wurden in einer entsprechenden Patentschrift geschitzt
(Esser 1999b).

6.3 TmHU als Transfektionagens und enhancer

6.3.1 Voriberlegungen

Die hohe Ausbeute an rekombinant hergestelltem TmHU, die einfache und effektive
Reinigung sowie die Thermostabilitét machen das Protein in Bezug auf eine mogliche
biotechnologische Anwendung sehr attraktiv. Neben der oben schon erwéhnten Ver-
wendung als Schutz vor thermischer Denaturierung bzw. in der Hybridisierung liegt
besonders auch eine Verwendung im Bereich des Gentransfers nahe.

Der Gentransfer mit Polykationen verschiedenster Art, auch mit Proteinen und Pepti-
den, wurde schon haufig demonstriert (siehe Kap. 1.6.2). Allerdings haben diese Syste-
me oft mehrere Nachteile, die eine therapeutische Anwendung in vivo oder as Trans-
fektionsagens unwahrscheinlich erscheinen lassen. Dies sind unter anderem die geringe
Effizienz der Transfektion in Abwesenheit von endosomolytischen Substanzen, die Un-
fahigkeit der Transfektion von konfluenten Zellen, eine Inhibierung der Transfektion
durch Serum oder toxische Eigenschaften des Agens selbst sowie hohe Produktionsko-
sten.

Ein Problem bel Transfektionen ist der schnelle Abbau durch DNasen. Dies ist be-
sonders der Fall bei in vivo-Transfektionen unter Verwendung ungeschitzter (,, nack-
ter*) DNA (siehe Kap. 1.6.4), die oft innerhalb weniger Stunden zu Uber 99 % (Barry
1999) abgebaut wird. Die hier durchgefiihrten Studien belegen einen sehr effektiven
durch TmHU verliehenen Schutz von DNA gegeniiber DNasen. Gunstig ist, dass der
Abbau nicht gleichmaliig, also paralel bei allen Plasmiden, fortschreitet. Daher ist auch
nach léngerer Inkubation noch eine signifikante Menge an Plasmid in unbesché&digtem
(d.h. Uberspiralisiertem) Zustand. Unabhangig von einer intrinsischen Transfektionsal-
genschaft von TmHU deutet diese Fahigkeit auf eine Verwendung als DNaseschutz fiir
die Transfektion mit , nackter DNA hin.

6.3.2 Optimierung des Systems und hypothetischer M echanismus

Die im Rahmen der Optimierung der in vitro-Transfektionseffizienz in eukaryoti-
schen Zellen gemachten Beobachtungen wurden schon im jeweiligen Kapitel des expe-
rimentellen Teils kommentiert und gedeutet; an dieser Stelle wird daher nur eine Zu-
sammenfassung gegeben. Fur eine effiziente Transfektion konnten zwei Punkte als es-
senziell identifiziert werden: Erstens eine Ubertitrierung der DNA mit TmHU, die in
einer Nettopositivladung resultiert, und zweitens die Bildung eines dichten, kompakten
Prézipitats, welches optimal mit der Zelloberflache in Kontakt kommt. Letzteres wurde
durch den kombinierten Einsatz von CaCl, definierter Konzentration und Hitzeinkuba-
tion erzielt; dabei war der Hitzeschritt wahrscheinlich verantwortlich fir die starke Pré&
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zipitatbildung, wahrend das Calcium eher modulierenden Charakter besald und die Form
und Dichte des Prézipitats positiv beeinflusste.

Hitze und Calcium kdnnen noch auf anderem Weg als tiber die Galenik wirken: Eine
durch die Hitzeinkubation induzierte partielle Denaturierung des Proteins kann fir einen
Membranibergang von Vorteil sein; &hnliches wurde in Protel ntransduktionsstudien mit
HIV-Tat-Fusionen bemerkt (Schwarze 1999). In Transfektionsstudien mit dem euka-
ryotischen Histon H1 wurde dagegen mehrfach gezeigt, dass Calcium vorteilhaft fir
einen Austritt aus den Endosomen ist (Zaitsev 1997, Haberland 1999, Haberland 2000).

Die Effizienz bei Verwendung von TmHU als alleiniges Transfektionsreagenz lag in
allen getesteten Zellen deutlich hoher als die kommerzieller Reagenzien, wie beispiels-
weise DEAE-dextran. Vergleiche mit anderen Studien Uber Transfektion sind nur
schlecht moglich, da in den meisten Féllen andere Reportergene verwendet wurden;
dies lasst einen direkten Vergleich der Daten nicht zu. Die Transfektionseffizienz des
TmHU-Systems schwankte in einem Bereich von ca. 10-20 % um den Durchschnitts-
wert; das System arbeitete also mit einer — flr Transfektionen — vergleichsweise hohen
Reproduzierbarkeit. Allerdings war diese hohe Effizienz von der exakten Einhaltung der
etablierten Versuchsparameter wesentlich abhangig. Unter Umsténden ist eine derartige
Sensibilitét einer Methode ungunstig fur die potenzielle Verwendung als zuverléssiges
und einfach zu handhabendes Transfektionsagens. Hier sind insbesondere Untersuchun-
gen notwendig, die den Mechanismus der Transfektion naher beleuchten und beispiels-
weise identifizieren, in welcher Form die Aggregate gebildet werden, die dann ein posi-
tives Transfektionsereignis bewirken. Die Aufklarung des Mechanismus der TmHU-
vermittelten Transfektion war nicht Gegenstand dieser Arbeit; aufgrund der Heteroge-
nitdt der gebildeten Aggregate war eine prazise Analyse bisher nicht moglich. Arbeiten
in dieser Richtung werden von Antje Kretzschmar im Rahmen ihrer Dissertation durch-
gefihrt.

Die hier durchgefihrten Studien lassen jedoch bereits folgende Schliisse und Hypo-
thesen zum TmHU-vermittelten DNA-Transfers zu (Abb. 6-1). Durch Bindung von
TmHU an DNA kommt es zu einer Ladungsneutralisation und starken Aggregatbildung,
unterstitzt durch den Zusatz von Calcium und Hitze (a). Diese Prézipitate sedimentie-
ren auf die Zelloberflache und interagieren mit ihr, vermutlich tber ionische Wechsel-
wirkung netto positiv geladener TmHU:DNA-Komplexe mit der negativ geladenen
Zelloberflache. Diese Interaktion ist fest genug, dass die Prézipitate beim Medienwech-
sel nicht entfernt werden, sondern auf dem Zellrasen verbleiben. In diesem ersten
Schritt erhoht also die Interaktion von TmHU mit DNA die effektive Konzentration von
Komplexen auf der Zelloberflache (galenischer Effekt von TmHU). Gleichzeitig ist die
DNA wahrend der Bindung von TmHU vor der Wirkung von DNasen (extrazellulér und
intrazellul&r) betréchtlich geschitzt.

Die Komplexe werden sodann von der Zelle internalisiert, entweder tber Endozytose
(b) oder auf einem anderen Weg (c). Das Fehlen einer positiven Wirkung von Chloro-
quin oder anderen endosomolytischen Substanzen lasst vermuten, dass TmHU entweder
eine membranspannende Eigenschaft besitzt oder aber die Aufnahme nicht Uber endo-
zytotische Prozesse vermittelt wird. Bei einer Membrangangigkeit von TmHU konnte
eine partielle Denaturierung durch den erwahnten Hitzeinkubationsschritt zusétzlich
durch Exposition hydrophober Aminosiuren den Ubergang iiber die Membran erleich-
tern. Daflr spricht auch der Befund, dass ein Tell der aufgenommenen Chiméare TGFP
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diffus im Zytoplasma identifiziert werden kann (siehe Abb. 4-31). Einmal internalisiert
und ins Zytoplasma aufgenommen, konnen sich die eukaryotischen nuclear localisation
signals in TmMHU positiv auf einen Transport an den Kern heran (d) und schliefdlich in
den Kern hinein auswirken. Auch wenn in Versuchen mit TGFP keine eindeutige L oka-
lisation des Proteins im Zellkern nachgewiesen werden konnte, konnte schon der Trans-
port in Kernnéhe eine geniigend starke Interaktion mit der Translokationsmaschinerie
bewirken, um einen Import der DNA zu gewdhrleisten. Aullerdem wurde bel der Kon-
struktion von TGFP die C-terminale Kernlokalisationssequenz zum Teil unterbrochen;
die intrazellulére Lokalisation von TmHU kann sich aso von der von TGFP unterschei-
den. Fur eine TmHU-vermittelte Kerntranslokation spricht auch die Tatsache, dass kon-
fluente Zellen, deren Kernmembran stabil ist, effizient transfiziert werden konnten.

Im Kern schliefdlich obliegt die Expression des Gens der Zelle, und wahrscheinlich
liegt im unterschiedlichen Expressionsvermdgen der verschiedenen Zelllinien auch de-
ren unterschiedliche Transfektionseffizienz begriindet. Damit korreliert beispielsweise
die Tatsache, dass sowohl DEAE-dextran als auch TmHU die A431-Zelllinie bedeutend
schlechter transfizieren as NIH 3T3-Zellen, obwohl das Fusionsprotein TGFP mit glei-
cher Effizienz internalisiert wird (Abb. 4-31). Zu einem &hnlichen Schluss kam auch
eine andere Studie mit A431-Zellen (Chen 1998b). In dieser wurde eine sehr gute Auf-
nahme von DNA bis in den Kern hinein nachgewiesen, aber ebenfalls nur eine geringe
Genexpression beobachtet. Die Autoren fuhrten dies auf eine Defizienz der A431-
Zéellen in der Transkriptionsmaschinerie zurtck.
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Abb. 6-1. Modell des Mechanismus des TmHU-vermittelten DNA-Transfers. Das erhitzte Reaktionsgemisch aus TmHU, DNA und
Calcium bildet ein dichtes Prézipitat auf der Oberflache der Zellen aus (8). Es gelangt zumindest teilweise ins Zytosol, entweder
nach Aufnahme in Endosomen (b) oder auf anderem, mdglicherweise TmHU-vermitteltem Weg (c). Nach dem Transport zum
Zdlkern (d) findet ein Transfer der DNA statt, wobei unklar ist, ob die Komplexe zu diesem Zeitpunkt bereits dissoziiert sind.



150 Diskussion der TmHU-Untersuchungen

Zusammenfassend lasst sich das Potenzial von TmHU als Transfektionsagens in vi-
tro as sehr hoch bewerten. Es stellt ein 6konomisches, offensichtlich nicht toxisches
Agens dar, dasin der Lage ist, mit im Vergleich zu kommerziellen Reagenzien hoherer
Effizienz DNA zu transfizieren. Eswird dabei im Gegensatz zu vielen Reagenzien nicht
durch die Anwesenheit von Serum wéhrend der Transfektion behindert, und es sind
keine endosomolytischen Substanzen notwendig. Eine Hemmung der Transfektion bei
Eintritt der Zellen in das Ruhestadium der Konfluenz tritt ebenfalls nicht ein. Die Eig-
nung wird zusétzlich durch positive Anwendungsbeispiele, wie die erst mit dem
TmHU-System maoglich gewordene stabile Transfektion der 8505C-Zellen (Kap.
4.3.18), untermauert.

Eine breitere Anwendung von TmHU als selbsténdiges Transfektionsagens ist dann
sinnvoll, wenn es gelingt, durch Analyse des Komplexbildungs- und Transfektionsme-
chanismus ein robustes und unempfindliches Transfektionsprotokoll aufzustellen, das
beispielsweise in Form eines einfachen Kits produziert werden kann. Das hier présen-
tierte und optimierte System sollte dabei als Ausgangspunkt dienen, ohne jedoch den
Blick auf mogliche Verbesserungen oder Modifikationen zu versperren. Der Transfer
von Substanzen mit Hilfe prokaryotischer DNA-bindender Proteine wurde in Form -
nes Patents angemel det (Esser 1999a).

Als unkompliziert und sehr gut reproduzierbar hat sich TmHU im Einsatz als enhan-
cer der Lipofektion gezeigt. Es sind verschiedene Griinde fur die Erhdhung der Aus-
beute einer Lipofektion durch TmHU denkbar. Zum einen kann eine Kondensation mit
TmHU die Stabilitdt der DNA in den Endosomen durch effektiven DNaseschutz be-
deutend beeinflussen. Untersuchungen haben gezeigt (Subramanian 1999), dass wéh-
rend einer Lipofektion zwar die meisten der behandelten Zellen die Lipid-DNA-
Komplexe aufnehmen, allerdings ein Grofiteil der Komplexe dann nicht den Ubergang
aus dem Endosom in den Zellkern vollbringt. TmHU konnte hier durch Bindung und
Kondensation die DNA vor dem Abbau schiitzen und dann Uber seine Kernlokalisati-
onssignale eine Zielsteuerung an den Zellkern heran erméglichen. Das synergistische
Zusammenspiel von Lipofektion und TmHU-Transfektion sollte sich leicht auf eine
kommerzielle Situation Ubertragen lassen. Denkbar ist die Verwendung von TmHU als
enhancer innerhalb eines Kits auf Lipofektionsbasis. Auch hier stellt das HU-Protein
aus Thermotoga maritima aufgrund seiner guten biotechnologischen Verfligbarkeit und
Stabilitét ein attraktives System dar. Weitere Versuche werden zeigen, ob sich nun die
beobachtete Steigerung der Lipofektion in vitro auf eine eventuell therapeutische An-
wendung in vivo Ubertragen |asst.

6.3.3 Eignung des Systemsfir in vivo-Anwendungen

Auch die ersten Toxizitéatsstudien sowie die (noch exemplarischen) in vivo-Versuche
sind viel versprechend, wenngleich auch deutlich wird, dass sich die in vitro-
Bedingungen nicht ohne Schwierigkeiten auf die in vivo-Situation Ubertragen lassen.
Eine mogliche Erklérung dafir ist die unterschiedliche Konsequenz aus der Préazipitat-
bildung. Wie oben beschrieben, war eine solche fur in vitro-Transfektionen in Zellmo-
nolayer mit grof3er Flache offenbar sehr gunstig: wahrscheinlich kommt es in vitro zu
einer besseren Vertellung der DNA:Protein-Komplexe auf die Zelloberflache mit zu-
nehmender Aggregatbildung (Abb. 6-23).
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Dagegen ist die Situation in Geweben, besonders aber in Muskelgewebe, das relativ
kompakt und dicht ist, vermutlich ganz anders. In diesem Fall wird das Transfektions-
gemisch lokal injiziert; eine massive Prézipitatbildung sollte also dazu fuhren, dass nur
ein geringer Tell der injizierten DNA diffundieren und mit den Zellen in Kontakt kom-
men kann. Bei diesen in vivo-Injektionen korreliert aso eine zunehmende Aggregatbil-
dung mit einer schlechteren Verteilung der Komplexe und damit auch mit einer nur
geringen Transfektionseffizienz (Abb. 6-2b). Tatsachlich fihrten dann Maf3nahmen, die
eine starke Prazipitatbildung verhinderten, zum Erfolg der Transfektion. In einer Zu-
sammenarbeit mit Jorg Schneider von der Firma Oxxon Pharmaccines (Oxford) wird
das TmHU-System derzeit unter diesen Bedingungen auf seine Verwendung in DNA-
Vakzinierungen hin tberpruft. Desweiteren konnte fir das TmHU-System eine in vivo-
Anwendung in weniger kompaktem Gewebe von Vorteil sein. Die Versuche an Hihne-
rembryonen schlugen vermutlich fehl, weil die Einfihrung eines derart effizient DNA
bindenden Proteins in einem sich sehr schnell entwickelnden Organismus wie einem
Huhnerembryo zu erheblichen Stérungen des sehr empfindlichen Transkriptions-
apparates fuihren und daher der Embryo getétet wird.

(e)

TMHU:DNA-Komplexe

Abb. 6-2. Mégliche Erklarung der Differenzen zwischen optimaler in vivo- und in vitro-Transfektion. (), in vitro kann eine Préz-
pitatbildung die Galenik verbessern. (b), dagegen kann es in vivo Diffusionsprobleme geben, wenn das Prézipitat zu grof3 ist.

Eine noch ausstehende Frage ist die der Immunogenitdt von TmHU. In den meisten
in vivo-Anwendungen wére dies eher nachteilig; aufeinander folgende Applikationen
des Proteins waren dann schwierig, obwohl es schon etablierte Protokolle zur Evasion
des Immunsystems gibt, beispielsweise die Kopplung von Polyethylenglykol. Aller-
dings gibt es auch denkbare Szenarien des Einsatzes von TmHU, in denen eine Immu-
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nogenitét von Vorteil sein konnte. Dazu gehtren der Einsatz als Vakzin (auf DNA- oder
Peptidbasis) oder die Applikation zur Zerstérung von Tumorgewebe.

6.4 Varianten von TmHU

6.4.1 Expression und Reinigung

TGFP. Die Mutante TGFP, eine Fusion aus den Protein TmHU und EGFP, konnte
gut in E. coli exprimiert und gereinigt werden. Bei der Reinigung konnten die unter-
schiedlichen biophysikalischen Eigenschaften der beiden Fusionspartner effizient aus-
genutzt werden; so gelang es, proteolytische Abbauprodukte vom Protein voller Lénge
zu trennen. Eine Hitzeprézipitation bot sich fur die Reinigung nicht an, da der GFP-
Chromophor thermisch irreversibel denaturiert und die Ubergangstemperatur bei 76 °C
zu niedrig ist, um einen effizienten Reinigungsschritt bel einer noch geringeren Tempe-
ratur zu etablieren.

Die Proteolyseempfindlichkeit des Linkers war ein Problem bei der Herstellung von
TGFP, da ein Grol¥eil freier EGFP-Proteine detektiert werden konnte (Durchlauf des
Kationentauschers). Insgesamt gelang es jedoch, durch eine Abfolge von drei Chroma-
tographieschritten zu mehr als 95 % reines Materia fir biophysikalische und zellbiolo-
gische Untersuchungen zu gewinnen. Da hiermit die Funktion dieser Variante erfillt
war, wurde auf eine weitere Optimierung (z.B. der Anzucht bei verschiedenen Tempe-
raturen zur Verhinderung der proteolytischen Spaltung) verzichtet.

TEGF, TPEN und TRGD. Ahnlich wie bei TGFP wurden auch hier auf Basis der
Kationenaustauschchromatographie Reinigungsschemata verwendet, die eine Darstel-
lung der Proteine in fur Zellkulturexperimente gentigender Reinheit ermdglichten. Eine
Hitzeprazipitation der Wirtsproteine war in alen Falen nicht praktikabel, da die Fusi-
onskonstrukte selbst nicht mehr thermostabil waren; die Reinigung erfolgte daher nur
Uber chromatographische Methoden.

6.4.2 Funktionelle Untersuchungen der Varianten

Biophysikalische Analyse von TGFP. Die biophysikalische Analyse wurde mit
dem Ziel durchgefuhrt, Funktionalitét und Struktur der beiden Fusionspartner zu Uber-
prifen. Es konnte gezeigt werden, dass

) TGFP in dimerer Form vorlag;

(i) strukturell beide Fusionsanteile (EGFP und TmHU) erhalten blieben;
(i) beide Fusionspartner ihre Thermostabilitét bewahrt hatten; und

(iv)  der Modellfusionspartner EGFP seine Funktionalitdt bewahrt hatte.

Das Ergebnis dieser Analyse deutet auf eine korrekte, unabhangige Faltung beider
Partner und demnach auch auf eine Eignung von TmHU als potenziellen Fusionspartner
far Proteintransduktion hin. Die gewdahite Linkerregion, die dem Klonierungsvektor
PEGFP-N1 (CLONTECH) fur Fusionskonstrukte mit EGFP in eukaryotischen Zellen ent-
nommen wurde, erwies sich als geeignet fur die Expression in E. coli, wenngleich die
Proteolyseempfindlichkeit ein Problem darstellt, das insbesondere bei Herstellung gro-
[3erer Mengen an Bedeutung gewinnen konnte.
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Die gute Lodlichkeit aller erstellten Fusionskonstrukte von TmHU ist bemerkens-
wert, insbesondere die [6gliche Expression von TEGF, da EGF normalerweise unléslich
in inclusion bodies vorliegt (Lee 2000). Eine Verwendung von TmHU als potenziellen
Fusionspartner zur Erhdhung der Loslichkeit von in E. coli exprimierten Proteinen
sollte genauer untersucht werden. Eventuell wirkt TmHU als Faltungshelfer, z.B. durch
Abstof3ung der Fusionsproteine voneinander (hohe positive Ladung) und dadurch durch
Verhinderung oder Verminderung von Aggregation. Ein weiteres Indiz in diese Rich-
tung kann die Reversibilitét der Entfaltung von TGFP sein. In den hier durchgefihrten
Versuchen gelang es nicht, EGFP nach der Denaturierung wieder in vitro zu renaturie-
ren. Die Renaturierung von TGFP, aso der Fusion von TmHU und EGFP, gelang je-
doch quantitativ. Dass dabei der Chromophor von TGFP nicht zuriick gebildet werden
konnte, kann an den Besonderheiten des Systems liegen. Versuche zur Optimierung,
beispielsweise durch Variation der Temperatur, wurden hier im Rahmen dieser Arbeit
nicht durchgefihrt, wéren aber ein Ansatzpunkt fir Arbeiten, die sich mit dem potenz-
ellen Einsatz von TmHU als hypothetischen Faltungshelfer in vivo oder in vitro be-
schéftigen.

Aufnahme von TGFP in eukaryotische Zellen. Die Effizienz der Aufnahme von
TGFP in eukaryotische Zellen tbertrifft die der Transfektion bel weitem; bei den Auf-
nahmeexperimenten konnte TGFP in jeder beobachteten Zelle nachgewiesen werden.
Ein Grofdteil des Proteins wurde in Vesikeln beobachtet, aber ein Teil lag auch diffusim
Zytoplasma verteilt vor; dies lasst vermuten, dass auch bei einer therapeutischen An-
wendung zumindest ein Teil des Proteins aus den Vesikeln entkommen und dann poten-
ziell funktionell im Zytoplasma wirken kann. Die Interaktion des nichtdenaturierten
Proteins mit der Membran l&uft wahrscheinlich in zwei Schritten ab (Abb. 6-3): zu-
néchst erfolgt eine Anlagerung Uber die positiv geladenen Aminosduren an die negativ
geladene Zellmembran und eine Aufnahme in die Vesikel. Uber eine Interaktion hydro-
phober Reste (z.B. der helikalen Dimerisierungsregion, die weniger polar ist als die
DNA-Bindungsregion) mit dem aliphatischen Teil der Zellmembran kann es dann zu
einer Destabilisierung der Membran mit nachfolgendem Transfer Uber die Bildung in-
verser Micellen kommen. Ein derartiger Mechanismus wurde schon fur den Transfer
der Antennapedia-Homdodomane in eukaryotische Zellen postuliert (Derossi 1996). Im
Antennapedia-Peptid destabilisiert ein essenzieller Tryptophanrest die Membran, was
zur Bildung inverser Micellen fuhren kann.
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Abb. 6-3. Hypothetischer Mechanismus der Invasion von TmHU. Durch Wechselwirkung der positiv geladenen Aminoséuren der
DNA-Bindungsdoméne von TmHU mit der negativ geladenen Zellmembran kommt es zu einer Anreicherung an der Zelloberfléche

(a). Die angereicherten TmHU-Molekile werden offenbar leicht inkorporiert und zumindest ein Teil entkommt den vesikul&ren
Strukturen, z.B. durch Bildung inverser Micellen (b).
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Die hier gezeigten Daten haben Bedeutung sowohl im Hinblick auf eine Verwendung
von TmHU als Transfektionsagens als auch als Transfervehikel fur andere Stoffe: Pro-
teine, Peptide, niedermolekulare Wirkstoffe und andere Substanzen konnen wahr-
scheinlich sehr gut mit TmHU in Zellen eingebracht werden. Die Aufnahme in euka-
ryotische Zellen scheint unabhéngig von der Zelllinie zu sein. Damit sollten Therapeu-
tika, die an TmHU gekoppelt werden, sehr effizient in beliebige eukaryotische Zellen
einzuschleusen sein. Eine Kopplung von Peptiden und Proteinen kann dabei durch In-
sertion der kodierenden Sequenz in den Vektor pTSac erfolgen. Falls notwendig, kon-
nen Fusionspartner nach Aufnahme ins Zytosol auch wieder abgespalten werden, z.B.
durch Kopplung Uber Disulfidbriicken oder durch den Einbau von Proteaseschnittstel-
len. Vor kurzem gelang auf diese Art eine Machbarkeitsstudie fir eine Therapie gegen
HIV. Dabel wurde eine mit Tat fusionierte Caspase in eukaryotische Zellen transduziert,
aber nur in von HIV befallenen Zellen wirksam, da die Caspase erst durch die HIV-
Protease in ihre aktive Form Uberfihrt wurde (V ocero-Akbani 1999).

Die hier beschriebenen Arbeiten mit fluoreszenten TmHU-Derivaten werden zurzeit
von Antje Kretzschmar in ihrer Dissertation weiter gefuhrt. Insbesondere werden dazu
weitere Varianten von TmHU erstellt, die kovalent Uber ein eingefuhrtes Cystein mit
einem Fluoreszenzfarbstoff verbunden werden kénnen und damit eine Lokalisierung
analog der hier beschriebenen ermoglichen. Eine genaue Analyse des Verbleibs von
TmHU und seinen Derivaten wird dann durch CLSM-Studien (CLSM = konfokale La-
ser-Scanning-Mikroskopie) mit spezifischer Anfarbung der unterschiedlichen Vesikel
(Endosomen, Lysosomen etc.) moglich sein. Uber das eingefiinrte Cystein lassen sich
dann auch niedermolekulare therapeutische Substanzen an TmHU koppeln und so in
eukaryotische Zellen einschleusen.

Transfektionsexperimente in Gegenwart von TRGD, TPEN, TEGF. Die Auf-
nahmeexperimente von TGFP stehen im Einklang mit der Tatsache, dass eine Fusion
weiterer potenziell membrangangiger oder Rezeptoren bindender Peptide an TmHU
Transfektionen nicht positiv beeinflusste. Offensichtlich stellt die Aufnahme in die
Zelle nicht den Engpass in der Transfektion dar und kann daher auch nicht als Ansatz-
punkt fir weitere Optimierungen betrachtet werden.

Apoptoseinduktion durch TRGD. RGD und RGD-haltige Peptide werden in Pro-
teintherapien eingesetzt und wirken sowohl extra- als auch intrazelluldr (siehe Kap.
1.7). Eine Fusion mit dem TmHU-Protein sollte beide Wirkmechanismen verstarken:
zum einen kann durch die erhdhte Anlagerung an die Zelloberflache (Bindung an die
negative Zellmembran Uber das positiv geladene TmHU) die effektive Oberflachenkon-
zentration an RGD-Peptiden so stark erhoht werden, dass die Bindung an und Signal-
weiterleitung Uber Integrine verstarkt wird, zum anderen kann TmHU die Membran-
gangigkeit von RGD-Peptiden und damit auch die resultierende intrazelluldre Konzen-
tration erhdhen. Beide Erhohungen sollten sich positiv auf einen therapeutischen Effekt
auswirken.

Die hier verwendeten Zellen zeigten unterschiedliche Reaktionen auf eine Verabrei-
chung der RGD-haltigen Peptide, aber in alen Féllen erwies sich das Konstrukt TRGD
als das toxischste. TRGD war auch in der Lage, MCF7-Zellen zu t6ten, alerdings mit
nur halb so grofl3er Effizienz wie bei 293T- oder NIH 3T3-Zellen. Der Grund dafur ist
wahrscheinlich eine Caspase-3-Defizienz in MCF7-Zellen; der Zelltod kann daher nur
Uber die Wechselwirkung mit Integrinen erfolgen.
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7.1 VP1

Im Lauf dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Systeme zum Transfer von Wirk-
stoffen in eukaryotische Zellen betrachtet und fur ihre Verwendung evaluiert.

Dasin E. coli rekombinant hergestellte VP1-Haupthillprotein des murinen Polyo-
mavirus wurde intensiv auf seine Eignung a's Transportmittel fir Plasmid-DNA unter-
sucht. Erstmalig konnte Transfektion von Plasmid-DNA mit in Prokaryoten hergestell-
tem Polyoma-VP1 in eukaryotischen Zellen nachgewiesen werden. Die Effizienz lag
dabei im Promille- bis niedrigem Prozentbereich (bezogen auf eingesetzte Zellen) und
nahm mit Zunahme der Konfluenz ab, was auf unvollstandigen Kerntransfer deutet.

Auch wenn dieser Befund als proof of principle generell durchaus positiv zu bewer-
ten ist (well sich dadurch die Mdglichkeit eines biotechnologisch attraktiven Genvehi-
kels bietet), stellen sich nicht unerhebliche Probleme bel der Erhohung der Transfereffi-
zienzen auf fUr therapeutische Zwecke relevante Hohe dar.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuche zur Erhéhung der Transfek-
tionseffizienz mit VVP1-Kapsiden waren nur begrenzt wirksam.

Die Verwendung N-terminaler Varianten von VP1 zur Erhéhung der Bindung an
DNA zeigte keine Auswirkung auf die Transfektionseffizienz von Plasmid-DNA, aler-
dings lasst sich dies auf die intrinsischen Schwierigkeiten bei der Verpackung und
Transfektion von Plasmiden zurtickfuhren. Hier ist ein positiver Effekt bei Verpackung
von Oligonukleotiden zu erwarten, die sich generell besser in VP1-abgeleitete Partikel
verpacken lassen als Plasmide (Braun 1999).

Verschiedene Zusédtze zur Assemblierungs- und Transfektionsmischung fuhrten
ebenfalls nicht zu signifikanten Verbesserungen. Dazu gehort die Verwendung von hi-
stondhnlichen Proteinen (der Hintergrund nahm bei hoheren Konzentrationen bedeutend
zu), die Verwendung von Kernextrakten aus eukaryotischen Zellen sowie die nur gering
Effizienz steigernde Verwendung von BSA, das wahrscheinlich aufgrund seiner allge-
mein stabilisierenden Eigenschaften wirkt.

Eine Verpackung von Substanzen in Proteinhillen, die zuvor an eine Matrix immo-
bilisiert wurden, wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmalig vorgestellt und das Wir-
kungsprinzip belegt. Generell bietet das System die Moglichkeit, Assemblierungen
durchzufiihren und gleichzeitig Aggregation der zu verpackenden Substanzen unterein-
ander zu vermindern.

Bel Versuchen zur Zielsteuerung von VP1-Kapsiden wurde eine Mutante entworfen,
die in vivo in E. coli biotinyliert wird. Diese Mutante aggregierte jedoch nach Abspal-
tung des Inteins wahrend der Affinitétsreinigung und konnte nicht in Interaktionsstudien
eingesetzt werden.

Aulerdem konnte eine Fusion des humanen EGF in V P1-Oberflachenloops zur Ziel-
steuerung auf den EGF-R Uberexprimierende Zellen zwar 16slich exprimiert werden,
doch war die Ausbeute an |6slichem Protein nach Abspaltung des Inteins zu gering, um
biochemische oder Transfektionsstudien zu erlauben. Nach Vorversuchen erscheint je-
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doch die alternative Kopplung von EGF an VP1 Uber gerichtete Wechselwirkungen viel
versprechend.

Fir die Experimente zur Zielsteuerung Uber EGF wurde eine Zéelllinie auf Basis von
NIH 3T3-Zellen etabliert, die den EGF-R stabil tUberexprimiert. Diese Zélllinie wird
nun zusammen mit NIH 3T3-Zellen in der Arbeitsgruppe von Hiroshi Amanuma, RI-
KEN, in Studien mit retroviralen Systemen verwendet.

7.2 TmHU

Im Verlauf der Arbeiten mit VP1 konnte ein weiteres, neuartiges Transfektionsagens
identifiziert und entwickelt werden, das hyperthermophile histondhnliche Protein
TmHU aus Thermotoga maritima. Dieses Protein wurde zunéchst als potenzielles Kon-
densationsagens zur Erhdhung der DNA-Verpackung in VP1-Kapside betrachtet und
gezielt wegen seiner biotechnol ogischen Stabilitét ausgewahlt.

Nach der Klonierung der Gene fur TmHU und EcoHU in E. coli-
Expressionsvektoren wurden Reinigungen fir beide Proteine etabliert und das bis dahin
noch nicht untersuchte TmHU physikochemisch und biophysikalisch analysiert. Insbe-
sondere die Bindung von TmHU an DNA wurde genau quantifiziert. Au3erdem gelan-
gen Untersuchungen der thermischen Stabilitét von DNA bel verschiedenen TmHU-
Konzentrationen, die zur Postulation einer neuen hypothetischen Funktion von TmHU
in Thermotoga maritima fuhrte: die der Stabilisierung von dsDNA gegen thermische
Denaturierung.

Es wurde ein sehr effizientes Protokoll zur Transfektion von eukaryotischen Zellen
mit TmHU aufgestellt, das vergleichbare Reagenzien in der Effizienz bei weitem Uber-
trifft. Das Protokoll verwendet neuartige Schritte, die gezielt die Ausbildung eines
dichten, leicht sedimentierenden Prézipitats zur Folge haben, vor allem eine kontrol-
lierte Hitzeinkubation mit Zugabe einer definierten Menge von Calciumchlorid in Ge-
genwart von Phosphationen. Die Transfektion gelang in mehreren getesteten Zelllinien,
alerdings mit variabler Ausbeute. Die Optimierung wurde mit transient transfizierten
Zellen durchgefihrt, aber es konnten eukaryotische Zellen mit TmHU auch sehr effizi-
ent stabil transfiziert werden.

Die stabile Transfektion gelang unter anderem auch mit einer Zelllinie, die ein erstes
reales Anwendungsbeispiel darstellt. Die 8505C Zelllinie, ein Forschungsobjekt von
Hendryk Aurich, lief3 sich sehr schlecht mit géngigen Transfektionsagenzien transfizie-
ren. Die stabile Transfektion mit Hilfe von TmHU gelang dagegen in guter Ausbeute,
und die Zellen zeigten den erwarteten Phanotyp.

Eine weitere Moglichkeit der Verwendung von TmHU ist die des enhancers eines
anderen Transfektionsreagenzes. Als Modellbeispiel dafir wurde die Lipofektion aus-
gewdhlt. Es gelang in mehreren Studien, durch Prainkubation mit TmHU den lipidver-
mittelten Gentransfer bis zu 34-fach zu erhdhen. Die Experimente zeigen deutlich, dass
hier Synergien zwischen beiden Systemen effektiv ausgenutzt werden, beispielsweise
das Uberlegene delivery Uber Liposomen und die (hypothetische) Kerntransl okation Uber
TmHU. Aufgrund seiner hohen biotechnologischen Verfligbarkeit stellt TmHU hier
eine interessante Komponente dar, die in kommerziellen Lipofektionsformulierungen
verwendet werden kann.
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Mehrere Varianten von TmHU wurden Uber den Fusionsvektor pTSac konstruiert
und exprimiert. Die Variante TGFP, eine Fusion von TmHU und EGFP, diente zur a-
sten Charakterisierung der Aufnahme in eukaryotische Zellen und zur Evaluierung einer
maoglichen Anwendung von TmHU als shuttle fur Proteine. TGFP wurde nach Etablie-
rung einer effektiven Reinigungsstrategie biophysikalisch charakterisiert und es stellte
sich heraus, dass die Fusion von Proteinen an TmHU vom Standpunkt der Stabilitét
sinnvoll ist. Die Aufnahme in eukaryotische Zellen verlief in den getesteten Zelllinien
mit identischer Effizienz, obwohl die Unterschiede in der Transfektionseffizienz ekla-
tant waren. Die GFP-Fluoreszenz lief3 sich hauptsachlich in vesikul&ren Strukturen in
der Nahe des Zellkerns nachweisen, aber ein Teil lag auch diffusim Zytoplasma verteilt
vor. Dies deutet eine mogliche Verwendung von TmHU auch als universelles Vektorsy-
stem fur andere Substanzen an: Proteine, niedermolekulare Wirkstoffe, usw.

In die gleiche Richtung zeigen auch Experimente, die mit einer weiteren Variante
von TmHU, TRGD, durchgefihrt wurden. Diese Variante enth&lt ein RGD-Motiv, das
vielfach zur Steigerung der Aufnahme von Partikeln im therapeutischen Gentransfer
verwendet wird. Interessanterweise konnte man in den hier durchgefihrten Experimen-
ten keine weitere Steigerung der Transfektion durch TmHU beobachten, sondern im
Gegenteil eine Steigerung der apoptotischen Wirkung von RGD durch die TmHU-
Fusion. Da RGD-Peptide auch therapeutisch in der Proteintherapie eingesetzt werden,
ergibt sich hier eventuell eine interessante Verwendung von TmHU im Feld des protein
delivery.

Nicht nur in vitro, also in der Zellkultur, konnte eine Wirkung von TmHU nachge-
wiesen werden, sondern auch in vivo. Toxizitétsstudien belegen, dass TmHU wesentlich
weniger toxisch ist als das bereits in ersten in vivo-Versuchen verwendete Lipofectin. In
den ersten Tierversuchen in einem Mausmodell konnten Bedingungen identifiziert wer-
den, unter denen die Zugabe von TmHU zur DNA-LGsung die Transfektionseffizienz
erheblich steigerte. Allerdings wurde auch deutlich, dass sich die Bedingungen guinsti-
ger in vivo-Transfektionen teilweise deutlich von denen unterscheiden, die in vitro op-
timiert wurden.

7.3 Polyoma-VP1 und TmHU — zwei sich ergdnzende Systeme

In der bisherigen Darstellung sind VP1 und TmHU getrennt voneinander behandelt
worden, mit Ausnahme der Versuche zur Verpackungssteigerung von DNA in VPI1-
Kapside durch Inkorporation von TmHU. In diesem Abschnitt soll nun ein paralleles
Anwendungskonzept fur VP1 und TmHU aufgestellt werden, das die Starken und
Schwéchen beider Systeme adaquat berticksichtigt (Tab. 7-1). Dabei konnen Erfahrun-
gen und Ergebnisse weiterer Mitarbeiter des Lehrstuhls, insbesondere auf dem VP1-
Gebiet, mit den hier vorgestellten kombiniert werden.

Verfugbarkeit. Sowohl VP1 (Leavitt 1985, Stubenrauch 1996, Braun 1999, Schmidt
2000b) als auch TmHU (diese Arbeit) lassen sich rekombinant in E. coli herstellen. Die
Ausbeuten fir VP1 schwanken dabei — je nach Methode — zwischen 1 und 6 mg/I Bak-
terienkultur, die for TmHU liegen etwas hoher bei 20 und 30 mg/l; beide Ausbeuten
sollten sich durch optimierte Hochzelldichtefermentation noch steigern lassen. Die Sta-
bilitdt von TmHU ist dagegen ungleich hoher as die fir VP1, was sich entscheidend auf
die Kosten fur Produktion, Lagerung und Transport auswirken sollte. TmHU scheint
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also fur eine breite Anwendung in grof3en Mengen sehr gut geeignet, wahrend V P1 eher
auf spezialisierte Anwendungen in kleinerem Mal3stab beschrankt sein wird.

Wirkstoff. Es war zwar prinzipiell moglich, Transfektion von Plasmid-DNA mit re-
kombinantem VP1 zu erreichen, aber nur in sehr geringen Ausbeuten. Ob sich diesein
weiteren Studien signifikant steigern lassen, ist zu diesem Zeitpunkt offen. Dagegen ist
es in anderen Untersuchungen gelungen, effizient kurze Oligonukleotide (Braun 1999)
sowie Peptide und (unter Einschrankung) Proteine (Gunther 1999) in VP1 zu verpak-
ken. Arbeiten zum Transfer niedermolekularer Substanzen werden ebenfalls durchge-
fuhrt (Wolf Bertling, personliche Mitteilung sowie Internet-homepage der november
AG, www.november.de). TmHU war im Gegensatz zu VP1 sehr effizient dazu geeig-
net, Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen einzubringen. Auch Proteine und Peptide
konnten nach Fusion an TmHU mit unerwartet hoher Effizienz eingeschleust werden;
eine solche Effizienz kann auch fur niedermolekulare Wirkstoffe erwartet werden, da
das Transferprinzip sehr ghnlich sein sollte. VP1 bietet sich also primér dazu an, kleine
Wirkstoffe tatsachlich zu verpacken (und sie so durch eine Virushille zu schitzen),
TmHU unterliegt dieser Grolenbeschrénkung nicht und ist auch zum Transfer
hochmolekularer Wirkstoffe geeignet, bietet aber derzeit keine Mdglichkeit der Verpak-
kung in eine Umhillung.

Zielzellen. Studien zur Zielsteuerung von VP1 (insbesondere Stubenrauch, Disserta-
tion in Vorbereitung) lassen den Schluss zu, dass der natirliche Tropismus VP1-
basierter Kapside effektiv unterbunden werden kann und eine gezielte Einbringung in
bestimmte Zellen, beispielsweise tUber auf die Oberflache gekoppelte Antikorper, mog-
lich ist. Dagegen transfizierten TmHU:DNA-Komplexe zwar mit unterschiedlichen E-
fizienzen in unterschiedliche Zelllinien, doch ist dies ein generell beobachtetes Phano-
men; tatséchlich war die Aufnahme von TmHU (am Beispiel von TGFP gezeigt) nicht
von der Zelllinie abhéngig. Dieser Tropismus lief3 sich auch nicht durch Fusion mit &-
nem Rezeptorligand (Variante TEGF) éndern. Wahrend sich aso das VP1-System zum
gezielten ,,chirurgischen Transfer in bestimmte Zellpopulationen eignen sollte, ist das
TmHU-System eher fir eine generelle Applikation in beliebige Zellen oder eine in vi-
tro- bzw. ex vivo-Anwendung vorgesehen. Davon abgesehen gehen aktuelle Trends in
der therapeutischen Forschung offensichtlich dahin, dass zunehmend eine Selektion auf
der intrazelluldren Ebene stattfindet (Wolf Bertling, personliche Mitteilung), z.B. Uber
zelltypspezifische Promotoren oder Proteaseschnittstellen.
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Tab. 7-1. Anwendungskonzept fir VP1- und TmHU-basierten Wirkstofftransfer.

Kriterium VP1 TmHU
Verfugbarkeit - mittlere Ausbeuten ausE. coli - hohe Ausbeuten ausE. coli
mesophil - hyperthermophil
P spezielle Anwendungen P breite Anwendungen
(Therapie) (Biotechnologie, Grundla-
genforschung, Therapie)
Wirkstoff - niedermolekulare Wirkstoffe - niedermolekulare Wirkstoffe
Oligonukleotide - Oligonukleotide
Peptide - Peptide
Proteine - Proteine
Plasmide
Art des Verpackung in Proteinhille Fusion bzw. kovalente Verknip-
Transports fung
Zielsteuerung  wahrscheinlich moglich wahrscheinlich nicht méglich
Uber Vektor

P Ansteuerung einer definierten P Zielsteuerung intrazellulér
Zellpopulation Uber Wirkstoff oder Einbrin-
gen ohne Diskriminierung

7.4 Etablierung proteinbasierter Transfersysteme

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Systeme auf ihre Eignung zum Transfer
von Substanzen in eukaryotische Zellen evaluiert. Beide Systeme basierten auf Protei-
nen, wenngleich die Voraussetzungen andere waren: Polyoma-V P1 ist schon Jahrzehnte
bekannt und charakterisiert, TmHU wurde erstmalig dargestellt und untersucht. Die hier
dargestellten Methoden und die Herangehensweise sollten sich leicht auf andere pro-
teinbasierte Transfersysteme Ubertragen lassen.

Zu Anfang des Projektes steht die HYPOTHESE oder Vermutung, dass sich bestimmte
Eigenschaften des Proteins zum Transfer ausnutzen lassen. Diese resultiert meistens aus
— manchmal zufélligen — Beobachtungen wahrend der Charakterisierung des Proteins
und Verkntipfung mit bekannten Problematiken. Am Beispiel von TmHU resultierte die
Idee, dieses Protein zum DNA-Transfer einzusetzen, zum einen aus dem Wissen, dass
Polykationen zum DNA-Transfer eingesetzt werden kdnnen, zum anderen aus der Be-
obachtung, dass TmHU mit DNA bei bestimmten Bedingungen (langem Erhitzen) &hn-
lich Calciumphosphat Prazipitate bildet, DNA vor DNaseabbau schitzt sowie der bio-
technologischen Attraktivitét eines thermophilen Proteins, deutlich an den durchge-
fUhrten Stabilitétsuntersuchungen. Eine grundliche biophysikalische Charakterisierung
kann somit hilfreich sein und wertvolle Denkanstof3e geben.

Das Problem der DARSTELLUNG des potenziellen Transfervektors im grof3en Mal3stab
flr spétere industrielle oder therapeutische Zwecke obliegt GMP-Spezialisten, aber die
Etablierung eines effizienten Produktionsprotokolls im Labormal3stab ist auch fur die
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ersten konkreten Untersuchungen unerlasslich. Dies gilt insbesondere bei der Arbeit mit
sensibler Zellkultur, die eine moglichst vollstandige Entfernung von Kontaminationen
notwendig macht. Bei TmHU ist eine Kontrolle der Reinigung durch die Transparenz
im UV-Bereich vereinfacht (Nukleinsdurekontamination) und die Reinigung, die hier
etabliert wurde, ist stringent genug, um verlassliche Studien zu ermoglichen, bis zur
ersten Testung in vivo.

Zum Beweis der Hypothese empfiehlt sich zu Anfang des Projektes ein breit ange-
legtes screening verschiedener Bedingungen, um den generellen MACHBARKEITSBEWEIS
(proof of principle) fuhren zu kdnnen. So wurde TmHU mit verschiedenen Reporter-
genassays auf Transfektion untersucht, bis der Erfolg in minimaler Ausbeute deutlich
war. Die daran setzende SYSTEMATISCHE OPTIMIERUNG wurde bei TmHU im 12- und
24-well-Plattenformat durchgefiihrt, wobei eine Vielzahl von Parametern sowohl paral-
lel as auch seriell optimiert wurden. Wichtig dabei ist, schon einmal optimierte Para-
meter auch spéter, nach Anderung anderer Variabler, wieder zu tberprifen. Diese Op-
timierung sollte — was das Reportersystem und die Wahl der Zellen angeht — an Hand
eines einfachen, robusten Beispiels durchgefiihrt werden, um moglichst effektiv das
Transfersystem selbst zu verbessern.

Nach Erreichen eines Optimums im speziellen sollte dieses auf den allgemeinen Fall
Ubertragen werden (GENERALISIERUNG); bei TmHU ist dies in einem ersten Vergleich
der Transfektion verschiedener Zelllinien geschehen.

Schrittweise sollte nun der Ubergang von der artifiziellen, idealisierten Situation (die
definiert und daher in den Anfangsphasen des Projektes notwendig ist) zur Anwendung
erfolgen (KONKRETISIERUNG). Dies ist in dieser Arbeit durch die ersten in vivo-Studien
geschehen (therapeutische Anwendung) und wird in den weiterfihrenden Studien von
Antje Kretzschmar auch auf biotechnol ogischem Gebiet behandelt. Dazu kdnnen weite-
re Voruntersuchungen nétig sein, im in vivo-Beispiel waren das die Toxizitétsstudien
und die Transfektion konfluenter Zellen.

AUSGLIEDERUNGEN (spin offs) des urspringlichen Systems wurden bei TmHU da-
durch verwirklicht, dass beispielsweise die Wirkung als enhancer einer Lipofektion und
as protein transduction domain unter Beweis gestellt wurde. Auch die — bisher aller-
dings nur hypothetische — Verwendung als Vektor fur niedermolekulare Substanzen
oder kovalent verknipfte Oligonukleotide gehort in diesen Bereich. Ausgliederungen
konnen wahrend des gesamten Prozesses stattfinden und ihrerseits Ausgangspunkte
neuer Projekte sein.
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9 Anhang

9.1 Abkirzungen

A Ampere

APS Ammoniumperoxodisulfat

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

CD Zirkulardichroismus

Da Dalton

dsDNA  doppelstrangige DNA

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor

EGF-R  EGF-Rezeptor
ESI-MS  Elektronenspray-|onisationsmassenspektroskopie
GdmCl Guanidiniumhydrochlorid

IPTG | sopropylthiogalactosid

kb Kilobasenpaare

oD Optische Dichte

PAGE Polyacrylamidgel el ektrophorese
PBS Phosphatgepufferte K ochsal zl 6sung
PCR Polymerasekettenreaktion

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinyldifluorid

SDS Natriumdodecylsulfat

SPR Oberfl&chenplasmonresonanz

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

trans/ug  Anzahl X-Gal positiv transfizierter Zellen pro pg eingesetzter Plasmid-DNA

Tris Trishydroxyaminomethan
Vv Volt
VP1 Polyomavirus Hillprotein 1

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-gal aktopyranosid

In einigen Fallen wurden Aminosauren im Ein-Buchstaben-Code wiedergegeben.
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