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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die gerichtete Verpackung heterologer Nukleinsauren in
Virus-dhnliche Partikel (VLPs) des viralen Huillproteins VP1 des murinen Polyomavirus
(PyVP1) gezeigt und die Herstellung neuartiger, multimodularer PyVLPs durch gemischte
Assemblierung mehrerer PyVP1-Varianten beschrieben.

PyVP1 wurde durch Hochzelldichte-Fermentation in E.coli 16slich produziert und konnte, wie
auch die Varianten PyVP1-Z und PyVP1-EgC, durch chromatographische Reinigung mit
guten Ausbeuten und vor allem frei von Wirts-Nukleinsduren hergestellt werden.

PyVP1 tragt einen positiv geladenen N-Terminus, der die Bindung des Proteins an Nuklein-
séuren vermittelt und nach der Assemblierung zu VLPs im Inneren der Capside lokalisiert ist.
Um eine gerichtete Verpackung therapeutischer Nukleinsguren in Polyoma-VLPs (PyVLPs)
zu ermdglichen, wurde zundchst die Wechselwirkung von pentamerem PyVP1 mit Nuklein-
séuren unterschiedlicher Lange mittels Oberflachenplasmonresonanz charakterisiert. Dabei
wurden fir die Bindung von PyVP1 an immobiliserte DNA-Fragmente halbmaximale Sétti-
gungskonzentrationen im nanomolaren Bereich ermittelt. Flr die Interaktion der Bindungs-
partner wurde zudem eine starke Abhangigkeit von der Salzkonzentration beobachtet.

Diese Erkenntnisse wurden fur die Entwicklung eines Assemblierungsverfahrens genutzt, das
die Verpackung von Nukleinsauren in PyVLPs zuldsst. Hierflir wurden die Bedingungen so
gewabhlt, dass sowohl die Interaktion des N-Terminus mit DNA und RNA ermdglicht als auch
die Bildung homogener VLPs gewahrleistet wurden. Fur die Verpackung wurden die penta-
meren PyVP1-Untereinheiten in Gegenwart von Nukleinsduren bei niedrigen Salzkonzentra-
tionen in sorbitolhaltigem Puffer durch Dialyse coassembliert. Dies fuhrte zum Einschluss
von bis zu 1 kb langer linearer DNA sowie von siRNA in die PyVLPs, wodurch die Nuklein-
séuren effektiv vor nukleolytischem Abbau durch Benzonase geschiitzt werden konnten. Die
Effizienz der Verpackung hing sowohl von der Lange als auch der Menge der eingesetzten
Nukleinsduren ab. Je kirzer die Nukleinsdure ist, desto mehr Molekile konnten pro PyVLP
verpackt werden und desto hoher war die Ausbeute geschiitzter Nukleinsauremolekiile.

Die Lange der Nukleinsaure erwies sich als limitierend fur die Verpackung in PyVLPs. Fur
die VLP-vermittelte Transfektion eines funktionalen Gens wurde daher ein Minimalvektor
konstruiert, der, basierend auf der MIDGE-Technologie, nur die Sequenzen fiir das Gen von

Interesse, sowie Promotor und Poly(A)-signal enthélt. Eine Verpackung dieses 2 kb grofRRen,
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peseudo-zirkularisierten Plasmids in PyVLPs konnte allerdings weder durch quantitative
Assays nach Gelelektrophorese, noch durch Transfektion und Analyse der Expression in Zell-
kultur nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass 12-17 % von in
PyVLPs verpackter sSiRNA nach Inkubation von MCF7-Zellen zellassoziiert vorliegen.

Da sich die Verpackung von kleinen, funktionellen Nukleinsduren wie siRNA und
DNAzymen als vielversprechend erwies, wurde fir den Nachweis von gene silencing eine
stabile Zellline hergestellt, die eine destabilisierte Variante des EGFP exprimiert. Nach
Lipofektion von gegen GFP-mRNA gerichteter SiRNA als auch von 10-23 DNAzymen wurde
eine deutlich verminderte EGFP-Fluoreszenz in den transfizierten Zellen detektiert. Aller-
dings konnte auch hier keine funktionale Transfektion durch mit siRNA beladene PyVLPs
nachgewiesen werden. Der limitierende Schritt ist vermutlich die Freisetzung der Partikel aus

dem Endosom bzw. lysosomalen Kompartiment (Gunther, 2005; Klewitz, 2007).

Polyomaviren binden zur Aufnahme in Zellen an ubiquitar vorhandene Ganglioside mit end-
standigen Sialinséureresten. Dieser natirliche Tropismus kann durch Insertion von Peptiden
und Proteindoméanen in die Partikeloberflache der PyVLPs modifiziert werden. VLPs der
Varianten PyVP1-Z und PyVP1-EgC kdnnen mit Antikorpern oder Antikdrperfragmenten
dekoriert werden. PyVP1-EgC, das eine polyionische Sequenz aus acht Glutamaten und einem
Cystein tragt (Stubenrauch et al., 2000), ermdglicht die Kopplung weiterer bioaktiver, mit
einem positiv geladenen tag versehener Molekiile auf der Capsid-Oberflache.

Fur die Nutzung als Vektor fir therapeutische Nukleinsdauren missen auch diese PyVP1-
Varianten unter Bedingungen zu VLPs assemblieren, die eine Verpackung der Nukleinsdure
gewabhrleisten. Daher wurde hier die Dissemblierung und Assemblierung der drei PyVP1-
Varianten bei niedrigen Salzkonzentrationen und in sorbitolhaltigem Puffer untersucht.
Wahrend sich PyVP1-Z sehr &hnlich wie der Wildtyp PyVP1 verhalt und nach der Dissem-
blierung und Reassemblierung bei 100 mM NaCl homogene VLPs bildet, neigt PyVP1-EsC
bereits bei der Dissemblierung zur Aggregation. Die gemischte Assemblierung von
PyVP1-EgC in Gegenwart von PyVP1 oder PyVP1-Z in sorbitolhaltigem Puffer liefert hin-
gegen virus-ahnliche Partikel. Diese gemischte Assemblierung der unterschiedlichen PyVP1-
Varianten fuhrt zu VLPs, deren Oberflacheneigenschaften entsprechend dem Mischungs-
verhéltnis die verschiedenen Funktionalitdten der einzelnen Proteinvarianten widerspiegeln.
Mit diesen gemischten PyVLPs steht ein neuartiges, multimodulares und stabiles Transport-
system mit einfach zu modifizierenden Oberflacheneigenschaften fur den Transfer therapeu-

tischer Molekile, die ins Innere der PyVLPs verpackt werden kénnen, zur Verfugung.
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Einleitung

Als Paul Ehrlich 1910 das erste Antibiotikum der Medizingeschichte gegen die stark
verbreitete Syphilis auf den Markt brachte, dauerte es 15 Jahre bis weitere Wirkstoffe gegen
andere Infektionserreger marktreif waren. Auch das von A. Fleming 1928 entdeckte Penicillin
brauchte knapp 30 Jahre, um in groftechnischer Produktion fiir die Bevolkerung verfiigbar zu
werden, doch seit der Markteinfiihrung des Penicillins wuchs die Hoffnung der Menschen, die

Medizin kénne gegen alle Krankheiten solche Allheilmittel entwickeln.

Nicht nur die Bekdmpfung von Infektionskrankheiten steht seither auf der To-Do-Liste der
Forschung. Bei immer mehr Krankheiten wird inzwischen von genetischen Komponenten bei
der Krankheitsentstehung und dem -verlauf ausgegangen. In dieser Perspektive werden
Krankheiten zunehmend als genetisch ,,bedingt oder ,,verursacht* begriffen (Khoury et al.,
2000; Brand, 2002). Mit zunehmendem Detailwissen iiber Organe, Zellen, Organellen und
intrazelluldire Mechanismen, ist auch die Zahl der Ideen zur Behandlung zellbasierter

Krankheiten wie Krebs und Stoffwechseldefizite rasant gestiegen.

Ein Ansatz zur Behandlung genetisch verursachter Erkrankungen stellt die Gentherapie dar.
Hierbei werden therapeutisch wirksame Nukleinsduren in Zellen verbracht, wo sie entweder
die Funktion eines fehlenden oder defekten Gens ersetzen oder korrigieren. Insbesondere
monogenetische Erkrankungen, also solche, die durch einen Defekt in einem einzelnen Gen
hervorgerufen werden, sind attraktiv fiir gentherapeutische Ansidtze. Etwa 6000 solcher
monogenetischen Erbkrankheiten wurden bereits beschrieben, darunter Muskeldystrophie,
Sichelzellandmie, Hamophilie, Gaucher-Krankheit, Amyotrophe Lateralsklerose, SCID
(Severe Combined Immunodeficiency) u.v.m. (Cavazzana-Calvo et al., 2004). Da ein und
dasselbe Gen von verschiedenen Mutationen betroffen sein kann, koénnen auch
monogenetische Erkrankungen unterschiedliche Auspragungen haben. So wird z.B. die
Cystische Fibrose in 70 % der Félle durch eine Deletion des Basentripletts F508 verursacht,
es sind jedoch iiber 400 weitere Mutationen bekannt, die mit dieser Krankheit assoziiert sind

(Dean und Santis, 1994).

Ahnlich der Geschichte der Antibiotika, dauerte auch die Entwicklung der ersten
gentherapeutischen Ansidtze lange. 1958 wurde erstmals kiinstlich fremdes Erbgut ohne
Infektion durch Viren in menschliche Zellen geschleust (Alexander et al., 1958), doch im

Gegensatz zu den Antibiotika gelang der Gentherapie trotz erster Erfolge bis dato kein
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fulminanter Durchbruch als Standardtherapie. Als 1989 die erste klinische Studie angemeldet
wurde, misslang bereits ein Jahr spiter eine Behandlung — mit tédlichem Ausgang. Der
Patient Jesse Gelsinger, ein 18 jahriger Junge mit einer schwach ausgepragten genetischen
Krankheit, der Ornithin-Transkarbamylasedefizienz, erlitt einen anaphylaktischen Schock

gegen die hohe Anzahl injizierter viraler Genvektoren (Batshaw et al., 1999).

Wie kaum eine andere Therapieform wurde die Gentherapie seitdem immer wieder kontrovers
diskutiert, die Euphorie der ,schnellen Heilung durch Gene‘ ist geddmpfter, seit das
therapeutische Potenzial und die gesundheitlichen Risiken 6ffentlich erértert werden. Derzeit
werden jahrlich knapp 100 klinische Studien mit gentherapeutischem Hintergrund angemeldet
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/). Zwar liefern nur wenige dieser Studien
vielversprechende Ergebnisse, jedoch konnten sie die vermuteten therapeutischen
Moglichkeiten sowie die befiirchteten Nebenwirkungen erheblich konkretisieren.
Insbesondere bei angeborenen Immunschwichekrankheiten wie X-SCID stellten sich
Therapieerfolge ein, die zeigen, dass die somatische Gentherapie eine brauchbare Option

darstellen kann (Blaese et al., 1995; Romano 1999; Alexander et al., 2007; Anderson, 1998).

Die Entwicklung der Gentherapeutika zielt in erster Linie auf somatische Zellen. Bei der
somatischen Gentherapie werden Zellen in vivo z.B. durch parenterale oder pulmonale
Applikation des Gentherapeutikums oder ex vivo, d.h. nach Explantation des Zielgewebes,
modifiziert. Bei der ex vivo Therapie werden die Zellen nach der Behandlung reimplantiert
oder appliziert. Umstritten sind Ansétze der in utero Therapie, bei der der Fetus oder Embryo
bereits im Mutterleib behandelt wird. Durch die im Fetus noch leichter zu tiberwindende Blut-
Hirn-Schranke sind insbesondere Erkrankungen des Zentralnervensystems prinatal leichter

behandelbar (Walsh, 1999).

Die Expression des therapeutischen Gens kann je nach Zielgewebe transient oder stabil
erfolgen. Bei Tumorzellen reicht eine transiente Expression fiir die Reprogrammierung der
Zellen aus. Im Zweifelsfall kann hier durch Korrektur des Gendefekts auch der Zelltod durch
die Abschaltung (Suppression) des Zellstoffwechsels herbeigefiihrt werden. Bei angeborenen

Genabnormalitdten hingegen ist eine dauerhafte Expression des Zielgens erwiinscht.

Fiir Krebspatienten ist ein gentherapeutischer Ansatz oft die letzte Hoffnung, gleichzeitig
stellt die hohe Patientenzahl einen grolen Markt fiir die Pharmabranche dar. Ein weiterer
wichtiger Grund, weshalb rund zwei Drittel aller derzeit in klinischen Studien befindlichen

Gentherapeutika gegen Krebs gerichtet sind (Abb. 1), ist der in Aussicht stehende
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Indications Addressed by Gene Therapy Clinical Trials ':_W.'

Cancer diseases 66.5% (n=8%6)
Cardiovascular diseases 9% (n=121)
Monogenic diseases 8.2% (n=110)
Infectious diseases 6.6% (n=89)
Meureclogical diseases 1.3% [n=17)
Ocular diseases 0.9% (n=12)

Other diseases 1.9% (n=24)

Gene marking 3.8% (n=50)

Healthy volunteers 1.9% (n=26)

The Journal of Gene Medicine, © 2008 John Wiley and Sons Ltd www. wiley.co.uk/genmed/clinical

Abb. 1: Mittels Gentherapie behandelte Krankheiten in klinischen Studien, 2008

Therapieerfolg bei der Tumorbekdmpfung, denn es ist einfacher eine zusitzlich gewachsene
Zelle abzutdten, als eine funktionsrelevante Zelle zu heilen. Fiir tumorbasierte Erkrankungen

werden unterschiedliche Strategien der Gentherapie verfolgt:

e Stimulation des Immunsystems gegen Krebsantigene z.B. durch Expression

charakteristischer Epitope auf anderen Zelltypen (Lopes et al., 2006)

e Sensitivierung von Krebszellen fiir Chemotherapeutika z.B. durch Transfektion von
Tumorzellen mit dem Thymidinkinasegen des Herpses-Virus bei gleichzeitiger Gabe
von Glanciclovir, das spezifisch in den transfizierten Zellen bioaktiviert wird und
durch den Bystander-Effekt auch nichttransfizierte Nachbarzellen mit abtotet (Loimas
et al., 2001; Caruso et al., 1993; Elliott und O’Hare, 1997)

e Suppression von Onkogenen oder Wiederherstellung der Funktion von Tumor-

suppressorgenen wie pS3 (Ahn et al., 2004)

Genetisch bedingte Krankheiten konnen hereditér weitergegeben werden, was die Frage nach
der Korrektur des fehlerhaften Gens auch in den Gonaden aufwirft. Der Begriff der
Keimbahntherapie, bei der die genetische Modifikation in Keimzellen vorgenommen wird
und die somit an folgende Generationen weitergegeben werden kann, soll hier nur zur
Vollstandigkeit angefiihrt werden. Genetische Eingriffe in die Keimbahn sind in Deutschland
und vielen anderen Landern verboten und spielen in erster Linie bei der ethischen

Auseinandersetzung mit der Gentherapie eine Rolle (Honnefelder, 1996).
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Die Modifikation hidmatopoetischer Stammzellen stellt einen Kompromiss zwischen
somatischer Gentherapie und Keimbahntherapie dar und wird intensiv erforscht.
Hiamatopoetische Stammzellen sind teilungskompetent und kdnnen nach der genetischen
Therapie zu verschiedenen Zelltypen ausdifferenzieren. (Bagnis, 1997). Diese Modifikation
von Blutzellen wird derzeit fiir die Behandlung der ADA-SCID verwendet (Blaese et al.,
1995). Dabei werden Lymphozyten und Knochenmarkstammzellen ex vivo mit dem Gen fiir
die Adenosindesaminase transfiziert und anschlieend in den Blutkreislauf reinfundiert. Nach
der ex vivo-Gentherapie der Zellen zeigte das Enzym biologische Aktivitit (Bordignon, et al.,
1995). Auch in der ,Frankfurter Studie” bei der Behandlung der septischen Granulomatose
erwies sich diese Methode als erfolgreich (Ott et al., 2002).

1 Gentherapeutische Vektoren

Mayers Lexikon liefert fiir Gentherapie folgende Definition: Unter Gentherapie versteht man
die gezielte Einfiihrung von Genen mit Hilfe geeigneter Ubertragungsmethoden in erkrankte
Zellen mit dem Ziel der Heilung oder therapeutischen Besserung (http://lexikon.meyers.de/

meyers/Gentherapie).

Geeignete Ubertragungsmethoden werden als Genfihren oder Vektoren bezeichnet, sie
vermitteln die Aufnahme der therapeutischen Nukleinsdure in Zellen und spielen eine
entscheidende Rolle auf dem Weg zur erfolgreichen Gentherapie. Das Design dieser Vektoren

nimmt einen groflen Teil der wissenschaftlichen Forschung ein.

Von der Wahl des Vektorsystems hdngen die Effizienz und die Sicherheit des Gentransfers
ab. Zur gentherapeutischen Behandlung kommen prinzipiell drei Therapieformen in Frage,
bei denen die Genfahren unterschiedlich appliziert werden konnen: a) ex vivo-Therapie: dem
Patienten wird Gewebe entnommen und nach der Modifikation reimplantiert. Hierbei liegen
die Zellen des Zielgewebes isoliert vor und konnen gezielt behandelt werden, es sind keine
Nebenwirkungen durch Aufnahme des Genvektors in andere Organe zu erwarten. Allerdings
muss der Patient operiert werden, das Gewebe muss mechanisch erreichbar sein und der
Korper muss zumindest voriibergehend auf das zu behandelnde Gewebe verzichten konnen.
b) in situ-Therapie: das Therapeutikum wird direkt in das erkrankte Gewebe appliziert. Auch
hierfiir muss das Gewebe mechanisch erreichbar sein, gleichzeitig miissen die Neben-
wirkungen bei Ubertritt des Therapeutikums in andere Kérperregionen und mdgliche Immun-

reaktionen beriicksichtigt werden. ¢) in vivo-Therapie: das Therapeutikum wird systemisch
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verabreicht, dadurch besteht auller der Blut-Hirn-Schranke keine Limitation durch mecha-
nische Zugdnglichkeit des Zielgewebes. Allerdings miissen die Genvektoren bei dieser
biochemisch sehr anspruchsvollen Applikationsform sehr stabil sein, miissen durch
zelltypspezifische Adressierung prizise ihre Zielzellen finden und nur dort ihre Ware, das
genetische Material und eigentliche Therapeutikum effizient und funktional freisetzen ohne

zu kritischen Immunreaktionen des Organismus zu fiihren.

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials ':\,‘Tf_r«_:'.'

WILEY

Adenovirus 24.8% (n=342)
Retrovirus 22.3% (n=307)
Naked/Plasmid DNA 17.8% (n=244)
Lipofection 7.4% (n=102)

Vaccinia virus 6.4% (n=93)

Poxvirus 6.4% (n=88)
Adeno-associated virus 3.9% (n=54)
Herpes simplex virus 3.1% (n=43)
RNA transfer 1.4% (n=19)

Other categories 3.2% (n=44)
Unknown 3% (n=41)

o000O0O0ODOOGO

The Jaurnal of Gene Medicine, © 2008 John Wiley ond Sons Ltd www,wiley.co.uk/genmed/ clinical

Abb. 1-1: In Klinischen Studien 2008 zum Einsatz gekommene Genvektoren

Ein idealer gentherapeutischer Vektor vereint folgende Anspriiche (nach Aris und Villaverde,

2004, Kay, 1997):

e Einfache und reproduzierbare Herstellung, hohe Konzentration (>10® Partikel/ml)
e Kondensation und Stabilisierung der Nukleinsdure auch in Serum
e Keine Immunantwort gegen den Vektor
e AusschlieBliche Infektion der Zielzellen durch Erkennung und Bindung eines
Rezeptors
e Hohe funktionale Effizienz beim Einbringen des Therapiegens in die Zielzellen
- Passage der Zellmembran
- Freisetzung aus dem Endosom
- Transport der DNA zum Zellkern
e Beschrinkung der Genexpression auf das Zielgewebe

e Regulierbare Genexpression (regulierbare Promotoren)
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Derzeit erfiillt kein Vektorsystem all diese Anforderungen, dennoch sind bereits einige
gentherapeutische Ansitze in klinischen Phasen. Bisher erzielten virale Vektorsysteme die
groften Erfolge bei gentherapeutischen Ansitzen. Uber zwei Drittel aller in klinischen
Studien befindlichen Vektoren zur Gentherapie sind viral und leiten sich hauptsachlich von

Retroviren und Adenoviren ab (s. Abb. 1-1).

Tabelle 1-1 stellt einen Uberblick der wichtigsten Vektorsysteme dar. Eine umfassende

Darstellung von Vektoren, therapeutischem Ziel und Transfektionseffizienzen hat Caroline J.

Springer 2003 in ,,Suicide Gene Therapy: Methods and Reviews* zusammengestellt.

Methode Nukleinsdure Methoden / Additive Quellenangabe
(Komplexbildner)
Mechanisch/ Nackte DNA Mikroinjektion, Gene gun / Yang et al, 1990,
Physikalisch particle bombardment, Choate & Khavari, 1997
Elektrotransfer, Ultraschall, Fattori et al., 2002
Osmotischer Schock. Miller et al., 2002
Chemisch multivalente Kationen Ca*', Li*', Mn*', Co(NH3)s*" Yankauckas et al., 1993
Widom & Baldwin. 1980
Kationische Polyamine und ~ Spermin, Spermidin, Protamin, Zhdanov et al., 2002
-peptide Polylysin (PLL), Sorgi et al., 1997
Polyethylenimin (PEI), Ferkol et al., 1996
Laktose-PLL / -PEI, Diebold et al., 1999
Galaktose-PLL, Midoux et al., 1993
Mannose-PEI, Kukowska et al,. 1996
Dendrimere, Histone Hagstrom et al., 1996
Kationische Lipide s. Abb. 1-2-1 Hofland et al., 1996
Felgner et al., 1987, 1994
Zabner, 1997
Nicht kationische Lipide, Negativ geladene Liposomen, Lee et al., 1996
Virosomen AVE™ LPDII Felnerova et al., 2004
Kaneda, 2000
Biologisch Virale Vektoren s. Abb. 2-1 Thomas et al., 2003
Mikroorganismen, E.coli (Bactofection), Palffy et al., 2006
Zellhiillen Erythrocyte Ghosts Byun et al., 2004

Virus-dhnliche Partikel

Basierend auf AAV, RSV, HCV,
HIV, HSV, SV40, Polyoma

Hoque et al., 1999;

Yu et al., 2001;
Blanchard et al., 2002;
Sakuragi et al., 2002;
Sasnauskas et al., 2002
Forstova et al., 1995

Tabelle 1-1: Ubersicht tiber Vektorsysteme fiir die Transfektion
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1.1 Virale Vektoren

Viren sind perfekt organisierte und duBlerst effiziente Partikel, die mit Hilfe ihrer Oberflachen-
strukturen den virusspezifischen Zelltyp finden, die Zellmembran passieren und innerhalb der

Zelle deren Metabolismus umstrukturieren konnen.

In den 1970er Jahren transfizierte Paul Berg in Zellkultur Affennierenzellen mit Hilfe eines
modifizierten SV40 Virus, Anfang der 1980er Jahre gelang es, Retroviren fiir die Trans-
fektion zu nutzen. Die Vorstellung Gene als Therapeutikum in Zellen zu schleusen wurde

durch den Einsatz viraler Vektoren greifbar (Goff und Berg, 1976; Mann et al., 1983).

1.1.1 Retroviren

Retroviren gehdren zu der Klasse der umbhiillten Viren, deren 7-10 kb groBes Genom aus zwei
identischen einzelstrangigen RNA-Molekiilen besteht, die im Cytosol als mRNA sofort trans-
latiert und nach reverser Transkription {iber ein DNA-Intermediat (Provirus) stabil in das
Genom der infizierten Zelle integriert werden, was die dauerhafte Expression des therapeu-
tischen Gens ermdglicht. Durch diese Fahigkeit wurden Retroviren als die erfolgversprech-

endsten Vektoren fiir gentherapeutische Ansétze gehandelt (Anderson, 1998).

Ihr Genom codiert die drei Gene gag (Strukturproteine), pol (reverse Polymease) und env
(Hiillproteine). An den Termini des Genoms erstrecken sich lange repetitive Sequenzen, die
Long Terminal Repeats (LTRs), die fiir die Integration in das Wirtsgenom verantwortlich sind
und auf denen die spezifische Verpackungssequenz  lokalisiert ist, anhand derer das

infektidse Virus zwischen zelluldrer und viraler RNA diskriminiert (Verma, 1990).

Die meisten retroviralen Gentransfersysteme beruhen auf dem Moloney Murine Leukemia
Virus (Mo-MLV), das sowohl Maus- als auch humane Zellen infizieren kann. Nach Entfernen
der viralen Gene gag, env und pol kann ein 7,5 kb grofles Transgen an deren Stelle treten
(Verma und Somia, 1997; Kim et al., 1998). Bei der Herstellung der retroviralen Vektoren
konnen die Hiillproteine modifiziert und somit eine rezeptorvermittelte Zelltypspezifitit

erreicht werden (Kasahara et al., 1994; Roux et al., 1989; Neda et al., 1991).

Um die Sicherheit zu erhdhen besteht das retrovirale Gentransfersystem aus zwei
Komponenten: dem retroviralen Vektor, einem Plasmid, und einer Verpackungszellline
(Verma und Somia, 1997; Vile et al., 2000). Die Zellline exprimiert die viralen Proteine, die
fiir die Bildung der Virushiille benodtigt werden, die Expression modifizierter Hiillproteine ist

hierbei moglich. Das Verpackungssignal v ist jedoch deletiert, so dass keine RNA in die
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Virushiillen verpackt werden konnen. Der retrovirale Vektor codiert wiederum fiir die LTRs,
das gewiinschte (ggf. therapeutische) Gen und das Verpackungssignal. Nach Transfektion der
Helferzellline mit dem retroviralen Vektor, wird das gewiinschte Gen inklusive der LTRs und
dem Verpackungssignal transkribiert und in die Virushiillen verpackt. Die erhaltenen Viren

sind zwar infektids, aber replikationsdefizient.

Retroviren wie das murine Leukémie-Virus konnen nur proliferierende Zellen stabil
transfizieren, da sie die Kernmembran nicht iiberwinden koénnen. Die Expression des
Transgens ist hdufig nur transient, da die Transkription selbst bei der ex vivo Therapie nach
Reimplantation der behandelten Zellen durch Interaktion von Interferonen mit den LTRs

abgeschaltet wird (Ghazizadeh et al., 1997).

Ein Nachteil retroviraler Vektoren ist die Limitierung, nur proliferierende Zellen zu infizieren.
Neuronales, okkulares, pneumonales oder pankreachales Gewebe kommt daher nicht fiir
einen genthreapeutischen Einsatz mit Retroviren in Frage. Bei Krebszellen wiederum kann

gerade diese Eigenschaft von Interesse sein (Tait et al., 1999).

1.1.2 Lentiviren

Eine Untergruppe der Retroviren, die Lentiviren, kdnnen dank aktiven Kerntransports auch
ruhende Zellpopulationen infizieren, womit sie ein potentiell breiteres therapeutisches
Anwendungsspektrum besitzen (Naldini et al., 1996). Gegeniiber einfachen Retroviren
besitzen Lentiviren eine komplexere Struktur. Sie enthalten sechs zusdtzliche Gene (rat, rev,
vpr, vpu, nef und vif), die von der Verpackungszelllinie auf einzelnen Plasmiden in trans
bereitgestellt werden miissen. Lentiviren zeigen gegeniiber Retroviren in vivo eine ldngere
Genexpression in Muskel-, Gefia3- und Nervengewebe, jedoch geht die erhohte Sicherheit, der
vom Humanen Immundefizienz Virus (HIV-1) abgeleiteten lentiviralen Vektoren auf Kosten
der Infektiositdt, wodurch Leber- und Muskelzellen nicht mehr, Nervenzellen nur noch
vermindert transfiziert werden konnen. Gleichzeitig verursachen diese Viren eine schwichere
Entziindungsreaktion nach der Vektorapplikation (Blomer et al., 1997; Dishart et al., 2003;
Kafri et al., 1997).

Eine weitere Untergruppe, die Foamyviren, ermoglichen die Verpackung von Genen bis zu
14 kb, allerdings lassen sich ihre Hiillproteine noch nicht auf spezifischen Zelltropismus

optimieren (Hill et al., 1999).

Der grofite Nachteil des retroviralen Gentransfers liegt in der ungerichteten Insertion des

libertragenen Gens in das Wirtsgenom. Durch Insertionsmutagenese konnen zelluldre
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Onkogene aktiviert oder Anderungen der Transkriptionsaktivitit regulatorischer Gene

induziert werden (Marshall, 2003; Hacein-Bey-Abina et al., 2003).

1.1.3 Adenoviren

Die Familie der Adenoviridae umfasst eine Vielzahl human- und tierpathogener Spezies.
Nicht umhiillte Viruscapside umschlieBen das lineare doppelstringige DNA-Genom der
Adenoviren. Eine Infektion fiihrt beim Menschen hauptsdchlich zu Atemwegserkrankungen,

woher die Viren auch ihren Namen haben: die Adenoiden sind die Rachenmandeln.

Das Genom der Adenoviren ist 26-45 kb grof3. Charakteristisch fiir jede Spezies sind an den
Enden der lincaren DNA lokalsierte, repetitive Sequenzen, die Inverted Terminal Repeats
(ITRs). Das virale Genom wird nicht in das Wirtsgenom integriert, sondern liegt episomal im
Nukleolus der Zelle vor und wird dort repliziert. Bei der Herstellung adenoviraler Vektoren
wird unter anderem das fiir die Replikation verantwortliche Gen E1 deletiert und durch das
Gen von Interesse ersetzt. Fiir gentherapeutische Applikationen kénnen bis zu 30 kb hetero-
loger DNA-Sequenzen transfiziert werden. Eine transiente Transgenexpression von ca. 5-10
Tagen ist mit adenoviralen Systemen moglich (Verma und Somnia, 1997). Typisch fiir die
Capside der Adenoviren sind Spikes an den Eckpunkten der ikosaedrischen Symmetrie. Diese
Spikes bestehen aus Fiberproteinen, vermitteln den Zellkontakt und induzieren Antikdrper im

infizierten Organismus.

Nachteil der adenoviralen Vektoren ist neben der transienten Expression die bevorzugte Auf-
nahme der Viren durch dendritische Zellen, die Bestandteile der adenoviralen Hiillproteine
auf ihren Oberfldchen prédsentieren, was zu einer akuten Immunantwort fiihrt und eine erneute
Applikation problematisch macht. Dennoch haben so genannte onkolytische Adenoviren, die
spezifisch nur in p53 defizienten Zellen replizieren in Kombination mit Chemotherapeutika
Erfolge verbuchen konnen (Nemunaitis et al., 2000; Khuri et al., 2000), was zur Entwicklung
diverser replikationsdefizienter Adenovirus-basierter Vektoren fithrte (Ahmed et al., 2003;
Bernt et al., 2002; Steinwaerder et al., 2001).

1.1.4 Herpes Simplex Viren

Das neurotrope Herpes Simplex Virus gehort zu den Alpha-Herpesviren und ist besonders fiir
den Gentransfer in Nervengewebe geeignet, da dieser Virentyp in den Ganglien des Wirts
persistiert. Herpesviren sind ziemlich komplex, das Genom des Herpes Simplex Virus Typ 1
(HSV-1) besteht aus ca. 150 kb doppelstrangiger DNA und kodiert fiir 81 Gene (Marconi
et al., 1996).
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Vektor Charakteristika Vorteile Nachteile
Adenoviren - dsDNA-Viren - sehr effizente - entziindliche
- max. 8 kb Fremd-DNA Transfektion vieler Immunantwort
(bei helferabhingigen Viren Gewebetypen - Genexpression nur
bis 30 kb) - hohe Titer herstellbar transient moglich
- Genom verbleibt episomal (10" Partikel/ml)

- breiter Zelltropismus

Adeno- - ssDNA-Viren - nicht pathogen - geringe Verpackungs-
assoziierte - max. 5 kb Fremd-DNA - nicht inflammatorisch ~ kapazitét
. - 90 % liegen in der
Viren Wirtszelle episomal vor
- 10 % integrieren ins
Wirtsgenom
Herpes Simplex - dsDNA-Viren - grofle Verpackungs- - in nicht-neuronalen Zellen
Viren (HSV-1) - max. 40 kb Fremd-DNA (bei  kapazitit nur transiente Expression
Amplicons bis zu 150 kb) - neuronaler Tropismus  des Transgens
- starker neuronaler - hohes Entziindungs-
Zelltropismus potential
- Genom verbleibt episomal
Lentiviren - RNA-Virus - persistierender - Induktion einer malignen
- max. 8 kb Fremd-DNA Gentransfer in den Transformation ist
- breiter Zelltropismus meisten Geweben moglich
- integriert ins Wirtsgenom - niedriges
Entziindungspotential
Retroviren - RNA-Virus - persistierender - Beschrinkung auf
- max. 8 kb Fremd-DNA Gentransfer in den proliferierende Zellen
- breiter Zelltropismus meisten Geweben - Induktion einer malignen
- integriert ins Wirtsgenom - niedriges Transformation ist

Entziindungspotential ~ mdglich
- relativ niedriger Titer
herstellbar (10*”
Partikel/ml)

Tabelle 1.1-1: Ubersicht Uiber die wichtigsten viralen Vektoren (nach Thomas et al., 2003)

Von diesen ist die Hélfte nicht essentiell und kann durch 40-50 kb Fremd-DNA ersetzt
werden. Bei der Infektion durch HSV-1 kann es zu einer latenten oder akuten, lytischen
Infektion kommen. Wiahrend der Latenzphase liegt das, sich erst im Zellkern des Wirtes
zirkularisierende, Genom episomal vor. In dieser Form persistiert das Virus in den Spinal-

ganglien, wo es vom Immunsystem des Wirtes nicht erkannt wird.

Wenngleich bisher Herpes-Vektoren hauptsidchlich bei der Krebstherapie Einsatz fanden,
wurden auch einige Erfolge in der Behandlung von Parkinson erzielt (Glorioso et al., 2003).
Als Nebenwirkung der Applikation von HSV-1-Vektoren wurden stark entziindliche Reak-
tionen beobachtet (Wood et al., 1994).

Tabelle 1.1-1 gibt einen Uberblick iiber die Hauptgruppe der gentherapeutisch genutzten
viralen Vektoren mit ihren charakteristischen Kapazititen fiir heterologe DNA, sowie

kritische Aspekte in der Anwendung (nach Thomas et al., 2003).
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1.2 Nicht-virale Vektoren

Neben viralen Transfektionssystemen bedienen sich rund 30 % der heutigen Vektorsysteme
rein physikochemischer Methoden, um Nukleinsduren in Zellen zu schleusen. Man kann grob
drei Kategorien benennen: a) nackte DNA, b) molekulare Konjugate mit Kationen,

¢) Liposomen, die meist ebenfalls durch positive Ladungen an DNA binden.

1.2.1 Nackte DNA

Nackte DNA kann durch unterschiedliche Methoden in Zellen verbracht werden. Pulmonale
Zellen konnen nackte DNA direkt aufnehmen (Meyer et al., 1995). Bei der Mikroinjektion
werden Plasmide direkt in Zellen gespritzt - konzeptionell einfach, jedoch auf zugingliche
Zelltypen, z.B. Epithelzellen Transglutaminase-I defizienter Patienten, limitiert (Choate und
Khavari, 1997). In alternativen Ansdtzen wurden ,,particle bombardment” (Yang et al., 1990),
Elektrotransfer (Fattori et al., 2002), Ultraschall (Miller et al., 2002) u.a. eingesetzt, um die

Transfektionseffizienz zu erhohen.

1.2.2 Kondensation mit kationischen Substanzen

Durch Komplexierung der DNA kann der nukleolytische Abbau vermindert und gleichzeitig
die zelluldre Aufnahme unabhéngig vom mechanischen Verfahren verbessert werden. Durch
die Kompensation der negativen Ladungen des Nukleinsdureriickgrates mit kationischen
Substanzen wird die Adsorption der Komplexe an der Zelloberfliche und die Aufnahme der
Nukleinsdure durch Endozytose ermoglicht (Luo und Salzmann, 2000). Die Calcium-
phosphat-Coprézipitation und DEAE-Dextran-Komplexierung sind dabei alte, aber noch
immer genutzte (in vitro) Techniken (Graham und Erb, 1973; Pagano und Vaheri, 1965).

Polykationische Substanzen wie Polyethylenimin (PEI) oder Polyamidoamin-Dendrimere
erlauben neben der verbesserten Aufnahme in Zellen (Kukowska-Latallo et al., 1996) auch
erhohten Schutz vor nukleolytischem Abbau. PEI kann z.B. als ,Protonenschwamm’ die
Ansduerung in lysosomalen Vesikeln verhindern, wodurch das Lysosom aufquillt und platzt
(Boussif et al., 1995). Auch Polypeptid-Kationen wie Spermidin, Protamin und Polylysin
(Zhdanov et al., 2002; Wagner et al., 1992 a, b) kondensieren DNA und eignen sich zur
Transfektion von Zellen, sie werden meist zusammen mit Liposomen eingesetzt (Gao und
Huang, 1996). Verschiedene funktionelle Module sollen die Anforderungen an Gentransfer-

system verbessern, so wurden Komplexe mit Peptiden wie dem HIV-TAT-Peptid bzw. TAT-
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PEI-Komplexen (Ignatovich et al., 2003; Rudolph et al., 2003), aber auch Histone (Fritz et al.,
1996) zur Transfektion von Zellen verwendet. Zur verbesserten zelltyp-spezifischen
Adressierung wurden diverse Liganden an die Peptid-DNA-Komplexe assoziiert, wodurch die
rezeptorvermittelte Aufnahme in Zellen ermdglicht werden konnte (Aris und Villaverde,

2004).

1.2.3 Liposomen

Liposomen und deren molekulare Konjugate basieren auf kationischen Substanzen, die die
negative Ladung des Nukleinsdureriickgrates mindern und so die Aufnahme iiber die ebenfalls
negativ geladene Zellmembran erleichtern sollen, wéhrend sie gleichzeitig eine gewisse
Serumstabilitdt gewihrleisten. Die ersten Liposomen aus kationischen Lipiden wurden bereits
1987 von Felgner et al. entwickelt (Felgner et al., 1987). Abbildung 1.2-1 gibt einen
Uberblick iiber bekannte kationische Lipide.

Monokaticnische Glyceroldenvate Polykationische Spermindenvate
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Abb. 1.2-1 Sturkturformeln ausgewahlter kationischer Lipide (Welz, 2000)

Einige liposomale Systeme werden inzwischen kommerziell angeboten, z.B. Lipofectamin
(Invitrogen), Effectene (Qiagen), ProFection (Promega). Lipofektion stellt zudem die
vierthdufigste Transfektionsmethode in klinischen Studien dar (Abb. 1.1). Auch gibt es
modifizierte Lipidformulierungen, die z.B. in Abhéngigkeit vom pH-Wert die Freisetzung aus

Endosomen erreichen konnen (Drummond et al., 2000).

Liposomenvermittelter Transfer von Plasmid-DNA wurde bereits bei der Behandlung der

Cystischen Fribrose eingesetzt. Die Komplexe konnen direkt vom Lungengewebe aufgenom-
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men werden (Fortunati et al., 1996; Yoshimura et al., 1992; Tsan et al., 1995; Stribling et al.,
1992; McLachlan et al., 1995). Die nasal applizierten Komplexe flihrten bis zu 28 Tage lang
zur Expression des Transgens (Porteous et al., 1997). Fiir eine dauerhafte Expression erwiesen
sich zwar auch adenovirale Vektoren als Transfersystem fiir das fehlende CFTR-Gen als
effizient, die Applikation der Viren ist jedoch aufgrund schwerer immunologischer Reaktion
heikel (Lee et al., 2005).

Bei Erkrankungen anderer Gewebe ist die zellulire Adressierung liposomaler Komplexe
kritisch. Die parenterale Applikation erfordert eine effiziente Aufnahme des Vektors in
bestimmte Zielzellen, um Nebenwirkungen zu vermeiden und die benétigte Dosis niedrig
halten zu konnen (Felnerova et al., 2004). Die Integration von Antikorpern, -fragmenten oder
Liganden erméglicht zwar eine zelltypspezifische Adressierung (Spragg et al., 1997; Brignole
et al.,, 2003, Park et al., 2003), andererseits interagieren die polykationischen DNA-
Komplexe, die selbst bereits 50 bis liber 200 nm grofe toroidale, spherische oder stibchen-
formige Partikel bilden (Tang et al., 1997, Widom und Baldwin, 1980), oft mit anionischen
Serumproteinen unter Bildung noch volumindserer Aggregate, die {iiber das RHS
(Retikulohistozytires System) eliminiert werden (Gregoriadis, 1995). Dieser Effekt kann zwar
durch PEGylierung vermindert werden, jedoch bleibt die Freisetzung der DNA im Zellkern
ein Problem, weil Molekiile von mehr als 9 nm Durchmesser einen aktiven Kerntransport
erfordern (Lodish et al., 2004). Dieser kann wiederum z.B. durch die Integration von NLS
(nuclear localisation signal)-Peptiden verbessert werden (Zanta et al., 1999).

Die meisten nicht-viralen Vektoren ermdglichen in vitro einen effizienten Gentransfer in
unterschiedliche Gewebe, unabhéngig vom Teilungsstadium der Zelle. Die Grof3e des Trans-
gens kann mehrere Kilobasen betragen und die Produktion der Komplexe ist einfach,
kostengiinstig und sicher. Bisher erlauben sie jedoch kaum eine zelltypspezifische Adressie-
rung. Zudem ist die systemische Applikation in vivo hdufig durch die Toxizitdt der
Substanzen begrenzt und die Nukleinsdure nur mangelhaft vor Serumnukleasen geschiitzt.

Nachteilig hinzu kommt die hiufig nicht stabile Expression des Transgens.

Neueste Entwicklungen des nicht-viralen Gentransfers bedienen sich modifizierter Bakterien
(Bactofection). Hierbei werden genetisch verdnderte E.coli-Zellen z.B. in tracheale Epithel-
zellen aufgenommen, wo sie in vitro und in vivo das Transgen exprimieren. Diese Methode
bedarf jedoch nicht zu letzt wegen der niedrigen Transfektionseffienz umfassender Weiterent-

wicklung (Larsen et al., 2008; Palffy et al., 2006).
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1.3 Virus-analoge Partikel

Virale Vektoren vereinen mannigfaltige Vorteile in sich: sie konnen effizient und
zelltypspezifisch DNA transportieren, konnen rezeptorspezifisch an Zellen binden und
werden internalisiert. Die intrazelluldre Lokalisation, wie die Freisetzung aus endosomalen /
lysosomalen Vesikeln und der Kerntransport werden gewihrleistet und die Expression der
therapeutischen DNA ist teilweise sogar dauerhaft moglich. Diese Vorteile spiegeln sich in
der groBen Zahl klinischer Studien mit viralen Vektoren wider (Abb. 1-1). Die vielfaltigen
Sicherheitsprobleme insbesondere bei der Applikation in vivo stellen allerdings einen
entscheidenden Nachteil viraler Vektoren dar. Systemische Reaktionen wie Entziindungen bis
hin zu ploétzlichen Todesféllen, sowie die Gefahr der Insertionsmutagenese sind nicht
tolerierbar in Hinblick auf klinische Anwendung (Smaglik, 1999; Dewey et al., 1999; Cowsill
et al., 2000; Marshall, 2003). Nicht-virale Vektoren auf rein physiko-chemischen Grundlagen
erfordern durch die mangelnde Zelltypspezifitit, signifikante Toxizitdit und mangelnde

Stabilitdt der Expression ebenfalls eine Weiterentwicklung.

Ein idealer Vektor vereint Eigenschaften aller beschriebenen Transfektionssysteme: einfache
Reinigung in hohen Konzentrationen, eine niedrige Immunantwort ohne unberechenbare
Reaktionen des Zielorganismus und eine lange, moglichst stabile Expression des Transgens in
dem gewiinschten Zelltyp. Durch gezielte Kombination verschiedener Module konnte dies
erreicht werden. Ein Ansatz hierfiir ist die Verwendung virus-dhnlicher Partikel.

Beim Design viraler Vektoren werden nichtessentielle Gene entfernt, was zu einer Erhohung
der Kapazitit fiir heterologe DNA und der Sicherheit, sowie zur Verminderung einer
Downregulation des Zellstoffwechsels und der Immunantwort des Organismus fiithrt. Wird
auf das virale Genom ganz verzichtet, erhdlt man leere Virushiillen, so genannte virus-
analoge oder virus-like Partikel (VLPs). Weil es sich nur noch um die Proteinhiille handelt,
die in vitro hergestellt werden kann, ist die Sicherheit sehr hoch, die Handhabung und

Reinigung einfacher und kostengiinstiger als bei viralen Vektoren.

1.3.1 Virosomen

Virosomen sind eine Kombination aus viralen Hiillen und Liposomen. Sie sind spherische
unilamellare Vesikel aus Phospholipid-Bilayern mit einem Durchmesser von rund 150 nm. Im
wesentlichen handelt es sich dabei um rekonstituierte Virus-Hiillen (i.d.R. von Influenza,
HIV, EBV) ohne Nukleocapsid und virales Genom (Almeida et al., 1975; Felnerova et al.,

2004). Virosomen sind replikationsdefizient, jedoch fusionskompetent, sie konnen also noch
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mit der Zellmembran fusionieren. Im Gegensatz zu Liposomen enthalten Virosomen
funktionale virale Hiill-Glycoproteine wie Influenza-Virus-Hdmagglutinin und Neuramini-
dase, die in die Phospholipidschicht eingelagert sind (Bagai und Sakar, 1994). Diese viralen
Proteine verleihen den virus-basierten Partikeln nicht nur strukturelle Stabilitdt und Homo-
genitit, sondern tragen signifikant zu den immunologischen Eigenschaften der Virosomen
bei, was sie von anderen liposomalen und proteoliposomalen Vektoren unterscheidet und

Virosomen auch fiir den Einsatz bei der Vakzinierung interessant macht.

Virosomen werden bereits in klinischen Studien fiir immunolgosiche Anwendungen als
sogenannte ,,virosomal adjuvantierte Impfstoffe eingesetzt (Glueck, 2001). Ihre Eignung fiir
den gentherapeutischen Einsatz wird derzeit untersucht. Es konnte schon gezeigt werden, dass
der Einsatz kurzkettiger Phospholipide wadhrend der Assoziation viraler Bestandteile mit
heterologer DNA eine Verpackung der Nukleinsdure ermdglicht, die zum Schutz der DNA
vor Nukleasen fiihrt (de Jonge et al., 2007).

1.3.2 Virale virus-ahnliche Partikel

Virus-dhnliche Partikel (VLPs), die ausschlielich aus einer viralen Proteinhiille bestehen,
basieren meist auf Strukturproteinen nicht umhiillter Viren. In der Literatur wurden bisher
zahlreiche Konstruktionsversuche fiir VLPs mit verschiedenen viralen Hiillproteinen, darunter
Proteine vom AAV, RSV, HCV, HIV, Papillomavirus und murinem Polyomavirus
beschrieben (Hoque et al., 1999; Yu et al., 2001; Blanchard et al., 2002; Sakuragi et al., 2002;
Sasnauskas et al., 2002; Forstova et al., 1995). Bereits 1982 zeigte Slilaty die Aufnahme von
DNA in leere Polyomavirus-Partikel (Slilaty et al., 1982). Ein Jahr spdter konnte er mit
diesem Vektor die Transformation von Ratten F111 Zellen nachweisen (Slilaty und Aposhian,
1983). Durch Modifikationen mit Proteindominen oder ganzen Proteinen kénnen VLPs zu
vollig neuartigen Partikeln werden, deren Eigenschaften wie spezifische Zelladressierung,
endosomaler Austritt und Translokation zum Nukleus optimiert sind. Neben der genthera-
peutischen Anwendung wurden virus-dhnliche Partikel auch schon erfolgreich zur Vakzi-

nierung eingesetzt (Ramqvist et al., 2007).
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1.4 Polyomaviren als Basis fur VLPs

Die bekanntesten Vertreter der Familie der Polyomaviridae sind das murine Polyomavirus,
das Simian Vacuolating Virus 40 (SV 40) und die beiden humanen Polyomaviren BK Virus
und JC Virus. Die nur 45-50 nm groBBen kanzerogenen Viren sind nicht umhiillt (Abb. 1.4-1)
und beinhalten ein doppelstringiges, zirkuldres DNA-Genom von 5,3 kb Lange. Das Genom
codiert fiir drei frithe Antigene und drei spéite Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 (Garber et
al., 1978). Die Organisation des Genoms ist hoch effizient gestaltet: sowohl die antigen-
codierenden als auch die Strukturgene sind partiell iiberlappend angeordnet (Abb. 1.4-2).
Polyomaviren per se kommen wegen der begrenzten Aufnahmekapazitit von Fremd-DNA
nicht fiir einen Einsatz in der Gentherapie in Betracht. Jedoch sind ihre Capside als leere

Hiillen fiir ein Vektordesign als virus-analoge Partikel interessant.

Abb. 1.4-1: Oberflache eines VLP aus Abb. 1.4-2: SV 40 Genom mit den antigen-
Polyoma VP1. 72 Pentamere bilden eine codierenden Bereichen /& und den strukturprotein-
ikosaedrale Capsidstruktur (nach Stehle und codierenden Genen J

Harrison, 1996; Auflosung 3,6 A). (http://www.micro.msp.le.ac.uk/335/Polyomaviruses.html).

Virus-analoge Partikel von Polyoma-VP1 (PyVP1) kénnen rekombinant in Insektenzellen und
Hefe hergestellt werden (Forstova et al., 1993; Sasnauskas et al., 2002). Diese Capside sind in
der Lage, zelluldre und heterologe DNA zu binden und sie so partiell vor Abbau zu schiitzen.
Gentransfer in Sdugerzellen ist mit PyVP1 in vitro und in vivo moglich (Forstova et al., 1995;
Stokrova et al., 1999; Krauzewicz et al., 2000 a, b). Trotz der im viralen Protein auftretenden
posttranslationalen Modifikationen wie der Glycosylierung gelang Leavitt 1985 die Uber-
expression von PyVP1 in E.coli (Leavitt et al., 1985). Die Expression von PyVP1 in E.coli
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liefert pentamere Untereinheiten, welche erst nach Reinigung zu Capsiden assemblieren
(Salunke et al., 1986). Auch DNA-Bindung und Gentransfer in Zielzellen konnte mit den
bakteriell gewonnenen und teilweise genetisch modifizierten Polyoma-VLPs (PyVLPs)
gezeigt werden (Braun et al., 1999; Gleiter und Lilie, 2001, 2003; Stubenrauch et al., 2001;
May et al., 2002).

1.4.1 Struktur und Eigenschaften des murinen Polyoma-Virusprotein VP1

Das duBere Hiillprotein PyVP1 des murinen Polyomavirus besteht aus 384 Aminosduren mit
einem Molekulargewicht von 42,5 kD. Die Polypeptidkette eines Monomers faltet zu einer /-
barrel Toplogie, dem jelly-roll-Motiv, das auch fiir andere virale Hiillproteine beschrieben
wurde (Harrison, 2001). Die Struktur des jelly-roll-Motives ist nur im oligomeren Zustand
stabil, so dass die kleinste isolierbare Einheit des PyVP1 ein Pentamer ist, in dem die mono-
meren Untereinheiten durch Wechselwirkungen mit dem [-Faltblatt des Nachbarmolekiils
mittels hydrophober Interaktion und Domain-swapping zusammengehalten werden (Stehle et
al., 1996; Bennett et al., 1995). Sowohl N- als auch C-Terminus liegen im freien Pentamer

ungeordnet vor und erhalten erst bei der Assemblierung zum Capsid eine geordnete Struktur.

Die Capside aus PyVP1 zeigen eine ikosaedrische Anordnung von 72 Pentameren (Rayment
et al., 1982), die durch Eindringen des C-Terminus der Nachbarpentamere, Disulfidbriicken
und Einlagerung von Calciumionen stabilisiert werden (Stehle et al., 1996; Jahn, 2002). Die
ausschlieflich in Pentameren organisierte Struktur bedingt, dass in VLPs zwdlf pentavalent
und 60 hexavalent koordinierte Pentamere auftreten. Die Kristallstruktur zeigt, dass die
pentavalenten genau auf der ikosaedralen fiinffach symmetrischen Achse liegen. PyVPI-
Pentamere konnen gereinigt in vitro bei geeigneten Bedingungen zu Capsiden assemblieren.
Neben Capsiden mit 45-50 nm Durchmesser konnen dabei auch kleinere ikosaedrische und
oktaedrische, sowie filamentdse Formen bei der in vitro-Assemblierung, insbesondere bei

niedrigen Salzkonzentrationen (< 0,4 M (NHy4),SO,), auftreten (Salunke et al., 1989).

Neben der Féhigkeit zur Capsidbildung besitzt PyVP1 weitere funktionelle Eigenschaften:
Zell- und DNA-Bindung. Wéhrend SV 40 den Major-Histokompatibilitits-Komplex Klasse 1
und das Gangliosid GM1 als Rezeptor nutzt und keine Hidmagglutinationsfdhigkeit besitzt
(Atwood und Norkin, 1989; Campanero-Rhodes et al., 2007), bindet das murine
Polyomavirus-VP1, das Simian Lymphotropic Virus und beide humanen Polyomaviren (JC

und BK) Sialinsdure auf Gangliosiden (Tsai et al., 2003). Dabei bilden die Sequenzen der
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Abb. 1.4-3: Pentameres PyVP1 in Seitenansicht. Ein Monomer ist rot hervorgehoben. An der VLP-
Oberfldche sind die drei an der Bindung an Sialinséure (blau) beteiligten Loops zu erkennen. Auf der VLP-
Innenseite ist der N-Terminus lokalisiert. Dieser ist fiir die Bindung an Nukleinsdure verantwortlich und tragt
das Nuclear-localisation-signal (nach Stehle und Harrison, 1997).

dulleren Loops (BC2-, DE- und HI-Loop) von Polyoma-VP1 die Bindungsstelle, die mit
(a-2,3)-verbundenen a-5-N-acetyl-Neuraminsdureresten interagiert (Abb. 1.4-3) (Haun et al.,
1993; Keppler et al., 1994; Stehle et al., 1996). Diese Bindung induziert vermutlich eine
strukturelle Anderung im PyVP1-Protein, die in verinderter Zuginglichkeit fiir Proteasen
resultiert (Calvadesi et al., 2004). Fiir die Erkennung linearer oder verzweigter Sialinsdure-
ketten ist Aminosédure 91 im BC2-Loop von PyVP1 verantwortlich. Polyomavirusstimme, die
dort ein Glycin tragen, gehdren zu den so genannten sSmall plaque strains und kénnen beide
Rezeptortypen erkennen (Freund et al, 1991). Der Austausch zu Glutamat an Position 91 fiihrt
zum Verlust der Bindefdhigkeit an verzweigte Ganglioside, wodurch sich diese als large
plaque strains bezeichneten Viren besser im Organismus ausbreiten konnen und eine hohere
Cancerogenitidt aufweisen. Nach der initialen Bindung an a-2-3-Sialinsdure-haltige Rezep-
toren kann eine Interaktion mit Integrin erfolgen, die durch den DE-Loop des PyVPI
vermittelt wird (Caruso et al., 2003 a,b). Diese zusitzliche Bindung erklart die Beobachtung
von Herrmann, dass die Dissoziationskonstante des an vollstindige Zellen gebundenen Virus
um sieben Grofenordnungen kleiner ist als nach Interaktion mit Sialinséure allein (Herrmann
et al., 1997; Stehle und Harrison, 1996; Stehle et al., 1994).

SV 40, das murine Polyomavirus und dessen VLPs werden iiber Caveolae in Zellen
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aufgenommen und bewegen sich entlang von Mikrofilamenten zum perinukledren Raum
(Richterova et al., 2001), wo die VLPs in Membranen akkumulieren, weshalb auch der
Transport liber das endoplasmatische Reticulum diskutiert wird (Mannova und Forstova,
2003; Rainey-Barger et al., 2007). Caveolae sind eine spezielle Form von lipid rafts, aus
denen durch Einstiilpung der Plasmamembran ca. 50-100 nm groe flaschenformige,
Caveolin-haltige Vesikel gebildet werden. Fiir das humananaloge JCV erfolgt die Aufnahme
vermutlich {iber clathrinabhingige Endozytose (Elphick et al., 2004).

Nach Aufnahme der VLPs bzw. der Viren in die Zelle ist das weitere Schicksal der Capside,
insbesondere deren Dissemblierung, noch nicht vollstindig gekldrt. Alle drei Polyoma-
virusproteine VP1, VP2 und VP3 tragen ein inhédrentes Kernlokalisationssignal (Nuclear
Localisation Signal, NLS) und PyVLPs mit trunkierten Varianten der kleinen Hiillproteine
VP2 und VP3 weisen eine niedrigere Infektiositdt auf (Mannova et al., 2002). Friihe
Ergebnisse deuten darauf hin, dass es erst nach Eintritt in den Kern zu einer Dissemblierung
kommt (Griffith et al., 1984; MacKay und Consigli, 1976). Mannova und Forstova
beobachteten, dass die meisten Partikel von der Kernperipherie zuriick ins Cytosol transpor-

tiert und dort abgebaut werden (Mannova und Forstova, 2003).

1.4.2 Zelltypspezifische Adressierung und endosomale Freisetzung von PyVLPs

Die Entdeckung spezifischer Oberflaichenmarker, die im giinstigsten Fall nur auf einem
Zelltyp exponiert werden, ermdglicht die Adressierung dieser Zellen durch hochspezifische
Bindemolekiile. Gleichzeitig kann der natiirliche Tropismus viraler Hiillproteine durch die
Modifikation der Oberfldche zugunsten der zelltypspezifischen Bindung verdndert werden.
Bei retroviralen Systemen wurden verschiedene Chiméren entwickelt, die hybride Hiillpro-
teine exponieren. Die zelltypspezifische Aufnahme wurde beispielsweise durch Integrin-
bindende RGD-Peptide (Valsesia-Wittmann, 1994; Langner et al., 2004), single-chain
Antikorper (Chu und Dornburg, 1997; Russell et al., 1993) oder der Expression des Ober-
flichenmarkers CD4 entsprechend der exponierten Module erreicht (Young et al., 1990).
Auch bei Adenoviren ldsst sich die Oberfliche modifizieren. Henning et al. zeigten 2005, dass
die Integration der Ig-bindenden Doménen der Proteine A bzw. G die Kopplung beliebiger
Antikorper erlaubt. Diese Viren infizieren unabhéngig vom natiirlichen target, dem CAR-

Rezeptor, Zielzellen in Abhéngigkeit vom gebundenen Antikorper (Henning et al., 2005).

Bereits 2001 gestaltete Gleiter nach dhnlichem Muster die Oberfliche des murinen PyVP1 zu
PyVP1-Z, in dem das Protein Z des IgG-bindenden Protein A in den HI-Loop des PyVP1
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Abb. 1.4-4: PyVP1-Varianten mit modifizierten Oberflachen, schematische Darstellungen.

Links: monomeres PyVP1-Z. Der untere Bereich stellt PyVP1 dar, der obere die Z-Doméne, die iiber
Peptidlinker in den HI-Loop von PyVP1 inseriert wurde. Rechts: PyVP1-E¢C. Der polyionische tag wurde
zwischen Asn®? und Tyr™ in den HI-Loop inseriert. Im unteren Bereich ist die Oberfliche von PyVP1
abgebildet (VP1-Z nach Gleiter et al., 2001).

inseriert wurde (Abb. 1.4-4 links). Die universelle Kopplung von Antikérpern an diese
Proteindominen erlaubt die zelltypspezifische Adressierung der Partikel durch die Wahl des
entsprechenden Bindemolekiils (Gleiter und Lilie, 2001, 2003). Eine weitere Modifikation der
Oberfliche von PyVP1 erfolgte durch Insertion eines polyionischen tags (Abb. 1.4-4 rechts).
Die in den HI-Loop inserierte Kopplungsdomine in PyVP1-EgC basiert auf dem von Richter
und Stubenrauch entwickelten Dimerisierungsmotiv aus acht Glutamaten und einem Cystein
(EsC) (Richter et al.,, 2001; Stubenrauch et al., 2001). Dies kann mit entgegengesetzt
geladenen polyionischen, cysteinhaltigen Peptiden z.B. mit acht Argininen, RgC, nach elektro-
statischer Wechselwirkung eine kovalente Verbindung eingehen. Die Funktionalitit dieses
Adaptersystems wurde durch die erfolgreiche Kopplung eines um die Sequenz ArggCys ver-
langerten Antikorperfragementes auf PyVLP-EgC gezeigt. Nach Kopplung des Fv-Fragments
des monoklonalen Antikorpers B3 (RgC-dsFvB3), der gegen den epithelialen tumor-
spezifischen Kohlehydratrezeptor Lewis® (CD174) und verwandte Antigene gerichtet ist,

konnte eine zelltypspezifische Adressierung der VLPs beobachtet werden.

Die Modifikationen der Oberfliche von PyVP1 inhibieren die sialinsdureabhingige
Zelladressierung vollstdndig (Gleiter und Lilie, 2003), stattdessen findet eine rezeptor-
vermittelte Endozytose statt. Mit der Anderung des Rezeptors dndert sich somit auch der
Aufnahmeweg der VLPs, die nun im Phagosom (endo- und lysosomales Kompartiment)
lokalisiert sind (May et al., 2002). Sowohl bei der Variante PyVP1-Z als auch bei PyVP1-EgC

ist der funktionelle Gentransfer durch die lysosomale Degradierung limitiert, weshalb der
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Einsatz eines lysosomotropen Agens wie Chloroquin essentiell ist, um eine Transfektion der
Zielzellen gewdhrleisten zu konnen (Gleiter und Lilie, 2001; May et al., 2002). Eine protein-
basierte Alternative zu Chloroquin ist die Kopplung des endosomolytischen Proteins
Listeriolysin O auf die Oberfliche der VLPs. Listeriolysin O (LLO) gehort zu der Familie der
cholesterinabhéngigen Cytolysine (cholesterin-dependend-cytolysins, CDC), die von vielen
pathogenen Gram-positiven Bakterien als wasserlosliche Monomere sezerniert werden und in
cholesterinhaltigen Membranen nach Multimerisierung Poren bilden kénnen (Tweten et al.,
2001). LLO ist das einzige intrazelluldr sekretierte Protein dieser Familie und der Haupt-
virulenzfaktor des Bakteriums Listeria monocytogenes, dem Verursacher der Listeriose
(Dramsi und Cossart, 2002; Protnoy et al., 1992). Das fakultativ intrazellulire Bakterium
sezerniert nach der phagocytotischen Aufnahme in Markrophagen, Hepatocyten,
Darmepithel- und Endothelzellen (Cossart, 2002) zwei Phospholipasen und das porenbildende
Toxin LLO, dessen Aktivitdt stark vom pH-Wert abhidngt und erst bei pH < 6 zur Lyse des
Phagosoms und somit zur Freisetzung des Bakteriums ins Cytoplasma fiihrt. Lee et al. setzten
LLO 1996 erstmals zur funktionalen, cytosolischen Freisetzung biologisch aktiver
Komponenten ein (Lee et al., 1996). Im Kontext eines Antikorper-VLP-DNA-Komplexes
fiihrte LLO als Freisetzungskomponente, nach der Kopplung {iber einen polyionischen tag
(R¢C) an PyVP1-EgC, beim funktionellen Gentransfer jedoch nur zu einer geringen Erhéhung
der Transfektionsraten auf 2-5 % das Transgen exprimierende Zellen (Giinther, 2005). Durch
den Einsatz von Chloroquin zusitzlich zum quartiren Komplex LLO/B3/VLP/DNA konnte
die Transfektionsrate signifikant gesteigert werden, was darauf schlieBen ldsst, dass auch
beim Einsatz von LLO ein erheblicher Teil der Partikel und der DNA lysosomal degradiert
wird (Klewitz, 2007), obwohl die VLP-vermittelte Aufnahme von Plasmid-DNA in rund
55 % der Zellen nachweisbar ist (Edlich, 2006).

1.4.3 Wechselwirkung von PyVP1 mit DNA

Die DNA-Bindungsregion von PyVP1 wird im N-terminalen Bereich durch mehrere positiv
geladene Aminosdurereste gebildet, die jedoch kein klassisches DNA-Bindemotiv darstellen.
Mindestens die ersten sieben Aminosduren sind zur DNA-Assoziation essentiell (Moreland
und Garcea, 1991; Ou et al., 2001), wobei insbesondere Lys 5 eine wichtige Rolle zukommt.
Der positiv geladene N-terminale Arm des PyVPI1 erlaubt eine sequenzunspezifische und
gleichzeitig hoch affine Wechselwirkung mit Nukleinsduren (Moreland et al., 1991; Chang et
al., 1993). Neben dsDNA ist auch die Bindung von RNA und ssDNA méglich (Slilaty et al.,
1982).
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Zur Assemblierung des viralen Capsids in vivo werden alle drei Capsidproteine VP1, VP2 und
VP3 aufgrund ihres nuclear localisation signals in den Zellkern transportiert (Gharakhanian
et al., 1987), wo die kleinen Strukturproteine VP2 und VP3 die Assemblierung um das
Minichromosom aus viraler DNA und wirtseigenen Histonen dirigieren und die Anlagerung
von VPI zu einer Verdringung des zelluliren Histons H1 aus dem Protein-DNA-Komplex
fiihrt (Coca-Prados et al., 1979; Chen et al., 1998). Die kleineren Virushiillproteine VP2 und
VP3 weisen selbst keine DNA-Bindungssequenzen auf und ihre strukturelle Rolle ist

weitgehend ungeklart.

Elektronenmikroskopische Studien deuten darauf hin, dass PyVPI1-VLPs stark mit freien
DNA-Enden und etwas schwicher mit dem internen DNA-Strang interagieren konnen,
wihrend sich freie Pentamere wie an einer Perlenschnur gleichméBig um ein DNA-Molekiil
anordnen (Stokrova et al., 1999). Dies kann ein Grund sein, warum DNA auf die Assem-
blierung zu VLPs in vitro inhibierend wirkt (Stokrova et al., 1999; Moreland et al., 1991).
Auch die Oberflache von PyVP1-VLPs kann unspezifisch Nukleinsduren binden (Barr et al.,
1979; Braun et al., 1999). Diese Art der DNA-Assoziation an der Oberfliche wurde bereits
fiir funktionellen Gentransfer genutzt (Soeda et al., 1998; Gleiter und Lilie, 2001, 2003),
wenngleich diese unvollstindige Assoziation an der CapsidauBenseite sehr ineffizient ist und
nur geringen Schutz vor DNasen bietet. Um dies zu umgehen wurde bei anderen VLP-
Systemen eine echte Verpackung angestrebt. So wurden z.B. die Capside des Papillomavirus
16 dissembliert und in Gegenwart von DNA reassembliert, was zu funktionalem Transfer

fiihrte (Touze und Coursaget, 1998).

2 (Gen-)Therapeutische Nukleinsduren ftr die nicht-
virale Gentherapie

Die klassische Form der Gentherapie ist das Einbringen eines Gens in eine Zelle, wodurch
eine fehlerhafte Funktion der Zelle ausgeglichen wird. Zusitzlich zum Einbringen ganzer
Gene mit komplexen Informationsmustern und Expressionsregulatoren kann der Zellstoftf-
wechsel auf verschiedenen Stufen durch katalytische Nukleinsduren reguliert werden. Diese
konnen ebenfalls als therapeutische Molekiile in Zellen geschleust werden. Abb. 2-1 gibt

einen Uberblick, welche Strategien auf DNA, mRNA und Proteinniveau angreifen.
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Abb. 2-1: Angriffspunkte therapeutischer Nukleinséuren

Teilweise ist die Modifikation therapeutischer Nukleinsduren sinnvoll, um z.B. die Stabilitit
gegeniiber Nukleasen und andere chemische Eigenschaften zu optimieren (Verma und

Eckstein, 1998).

2.1 Doppelstrangige DNA, Gene

Plasmide aus doppelstrangiger DNA stellen derzeit die einzige Moglichkeit dar, defekte Gene
in Zellen zu ersetzen, weshalb der Plasmid-vermittelte Gentransfer der am weitesten
verbreitete Ansatz der Substitutionstherapie ist. Dabei kann die gewebespezifische Expression
des Transgens durch Verwendung eines geeigneten Promotors beriicksichtigt werden. Eine
Reihe von Promotoren wurde bisher positiv in vivo getestet, dazu gehoren u.a. der
a-Fetoprotein-Promotor fiir Leberzellcarcinoma (Lu et al., 2003) und der Promotor fiir das

Prostata-spezifische Antigen (Lee et al., 2002; Martinelli und DeSimone, 2005).

Ubliche Plasmide sind 3-10 kb groB und enthalten mehrere funktionell relevante Bereiche.
Ein Teil der Sequenzen wird fiir die Herstellung in Bakterien benétigt (u.a. Replikations-
ursprung, Antibiotikiumsresistenz). Essentiell fiir die Transkription und somit fiir den ersten
Schritt der Funktion in der Zielzelle sind die Expressionskassette mit Promotorregion, dem
Gen von Interesse, dem Terminations- sowie dem Polyadenylierungssignal. Die fiir die Her-
stellung, aber nicht fiir die Transfektion der Zielzellen benétigten Sequenzen konnen zu
immunologisch relevanten Nebeneffekten wie der Eliminierung der transfizierten Zellen
fiihren (Darquet et al., 1999). Verantwortlich fiir diese Toxizitdt ist sowohl der hohe CpG
Gehalt prokaryontischer Sequenzen (Li et al., 1999; Krieg, 2000) als auch die Restaktivitét
prokaryontischer Promotoren in eukaryontischen Zellen, wodurch Ziele fiir das Immunsystem
exprimiert werden konnen (Zanta et al., 1999; Pang, 1994). Zur Reduktion dieser Neben-

effekte wurden mehrere Versuche unternommen, die transfizierte DNA auf ein Minimum zu
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beschrinken. Minizirkel und linearisierte,
Sacl mit NLS-Sequenzen versehene DNA
NN FGHGOF S\{_‘m :om wurde fiir die Transfektion in vitro und in
/ Source: Vivo eingesetzt (Darquet et al., 1999; Zanta

EcoRI-
plaps(gr;d } et al., 1999). Die Gruppe um Wittig ent-

wickelte einen hantelférmigen Vektor fiir
die ,,minimalistic immunologically defined
gene expression“ (MIDGE). Dieses mini-

EcﬂRl{ﬂgESﬁOﬂ l
male Plasmid enthidlt ausschlieBlich die

AATT { CMV-promotor }| _ Insert  HSV40 PA—1tan Expressionskassette in linearer Abfolge.

Die DNA-Enden sind durch eine hairpin-

AATTGEGCAGT T

CGCGTC T Sequenz kovalent geschlossen und somit

ligation vor exonukleolytischem Abbau geschiitzt

(Abb. 2.1-1) (Schakowski et al., 2001). Mit

S NLS versehene MIDGE Konstrukte

Abb. 9 1.1 Design  des  minimalistic wurden erfolgreich fiir DNA-Immuni-

immunologically defined gene expression Vektors sierung eingesetzt, wobel eine niedrigere
MIDGE. Aus einem bakteriell vermehrten Plasmid
wird  die  Expressionskassette =~ mit  EcoRI

herausgeschnitten. Die linearisierte DNA wird durch  aiper positiven Reaktion fiihrten (Lopez-
Ligation mit einer komplementdr iiberhdngenden

Hairpinsequenz kovalent zirkularisiert (Schakowski ~Fuertes et al., 2002; Zheng et al., 2006). In
etal., 2001).

Dosis als bei konventionellen Plasmiden zu

gentherapeutischen Applikationen wurden
Knochenmarkstammzellen ex vivo per
Elektroporation mit dem Gen fiir Erythropoetin (EPO) transfiziert. Das erfolgreich expri-
mierte EPO konnte fiir die Induktion der Reifung hamatopoetischer Stammzellen zu Erythro-
zyten eingesetzt werden. Im Vergleich zu herkommlichen, zirkuldren Plasmiden konnte auch
bei anderen Zelllinien und in vivo eine vergleichbare bis bessere Expressionsrate des

Transgens beobachtet werden (Mok et al., 2008; Schakowski et al., 2007).

Ein alternativer Ansatz unter Verwendung doppelstringiger DNA stellt der Austausch der
fehlerhaften Sequenz durch homologe Rekombination auf Genomebene dar. Dabei kann
durch die Verwendung von RNA-Abschnitten im rekombinierenden Sequenzabschnitt der
Erfolg der Korrektur erhoht werden (Bandyopadhyay et al., 1999; Yoon et al., 1996). Auch
die Modifikation des DNA-Riickgrates durch 2°O-Methylierung oder durch Phosphorothioate
kann die Wahrscheinlichkeit der Korrektur steigern (Monia et al., 1993). Mit dieser Methode
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und RNA-DNA Oligonukleotiden konnte Cole Strauss z.B. die fiir Sichelzellandmie

verantwortliche Mutation korrigieren (Cole Strauss et al., 1996).

2.2 Katalytische Nukleinsauren

DNA und RNA wurden lange Zeit in erster Linie als Trager von Erbinformationen betrachtet,
wobei RNA auch die Rolle als Strukturmolekiil z.B. in Ribosomen zukam. Diese Betrachtung
anderte sich in Bezug auf RNA Ende der 1980er Jahre mit der Entdeckung des self-splicing
insbesondere bei Tetrahymena Gruppe I Introns durch Tom Cech und die Erkenntnis von
Sidney Altman, dass RNA eine aktive und katalytische Rolle bei der RNase P vermittelten
Reifung von tRNAs spielt (Kruger et al., 1982; Altman et al., 1989). Diese Forschungs-
ergebnisse wurden 1989 mit dem Nobelpreis geehrt. Ende der 1990er Jahre machte man eine
weitere iiberraschende Entdeckung: bisher galt RNA aufgrund der hohen strukturellen
Flexibilitit und des 2’-Hydroxyls als die besser geeignete katalytische Nukleinsdure, doch
dann fand man auch katalytische Desoxyribonukleinsduren, mit teilweise hoherer Effizienz

als RNA (siehe 2.2.2).

2.2.1 Ribozyme

Katalytische RNAs werden in Analogie zu Enzymen, also katalytischen Proteinen, als
Ribozyme bezeichnet. Die oben genannten Tetrahymena Gruppel Introns und RNase P
werden durch RNAs der Gruppe II Introns, der Hepatitis delta RNA und der Pflanzen-Viroid
RNA des hammerhead und hairpin Types erweitert. Die natiirlich vorkommenden Ribozyme
katalysieren alle einen Phosphoryltransfer innerhalb des RNA-Molekiils und fithren zu einer
Spaltung an AUC und GUC-Sequenzen (Abb. 2.2-1) (Martick und Scott, 2006). Techniken
wie die in vitro Transkription und Selektion haben die Entwicklung kiinstlicher Ribozyme mit
diversen katalytischen Fahigkeiten moglich gemacht (Jarvis et al., 1996). Dazu gehdren u.a.
Kinase-dhnliche Phosphoryl-Transferreaktionen (Lorsch und Szostak, 1994), die Nukleosid-
triphosphat Polymerisation (Zaher und Unrau, 2007), der Acyltransfer (Lee et al., 2000), die
C-C-Bindungsbildung/Michael-Addition (Sengle et al., 2001), sowie die Katalyse der Bildung
der Peptidbindung (Zhang und Chech, 1997). Beigelman untersuchte systematisch die
Stabilitdit des hammerhead Ribozyms und verbesserte diese durch chemische Modifi-
kationen, was zu einem optimalen Design mit fiinf unmodifizierten Ribonukleotiden, zwei
2'-C-allyl Uridinen und 2'-O-methyl RNAs an allen verbleibenden Positionen hervorbrachte
(Beigelman et al., 1995). Klinisch erprobt wird seit 2005 die ribozymbasierte Inhibition der
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Abb. 2.2-1: Hammerhead Ribozym. Das Ribozym bindet durch partielle Duplexbildung an den
Substratstrang. Dieser wird nach der Sequenz AUC oder GUC gespalten (Pfeil) (Martick und Scott, 2006).

Angiogenese durch Angiozym™, ein Ribozym, das die mRNA des VEGF-Rezeptors-1
schneidet (Weng et al., 2005).

2.2.2 Antisense-Oligonukleinsauren

Als Antisense-Nukleinsduren werden in der Regel Oligonukleotidmolekiile bezeichnet, die
iiber Basenpaarung mit komplementiren Sense-Sequenzen insbesondere mit mRNA
Molekiilen, deren Translation blockieren und héufig auch den Abbau der mRNA katalysieren.
Biologische Relevanz haben Antisense-Nukleinsduren bei der posttranskriptionellen Kontrolle
der Genexpression und der intrazelluldren Abwehr viraler Infektionen.

Biotechnologisch werden zum Teil synthetische Antisense-Oligonukleotide fiir gene silencing
eingesetzt. Zielmolekiil ist hierbei die mRNA eines bestimmten Gens. Durch die Bindung
eines Antisense-Molekiils, welches endogenen oder exogenen Ursprungs sein kann, wird zum
einen die Translation der mRNA am Ribosom inhibiert, zum anderen wird die Ziel-RNA

durch Enzymkomplexe degradiert.

Die Antisense-Technologie ist in der griinen Gentechnik bereits kommerziell im Einsatz. So
fault die bekannte, jedoch wenig erfolgreiche Flavr Savr Tomate nicht mehr, weil das flir den
Abbau des Stiitzgewebes verantwortliche Enzym Polygalacturonase durch kontinuierliche
Expression eines Antisense-Molekiils in dieser Tomate auf mRNA Level ausgeschaltet wird
(Sanders und Hiatt, 2005). Die Flavr Savr Tomate brachte keinen wirtschaftlichen Erfolg, die
Verbraucher blieben trotz Zulassung durch die FDA (American Food and Drug Agency)
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skeptisch, so dass die Tomate drei Jahre nach der Markteinfiihrung 1997 wieder aus dem
Handel verschwand. In Kartoffeln wurde durch diese Technik die Bildung von Amylose
unterdriickt, wodurch das industriell interessantere Amylopektin leichter zu gewinnen ist
(Andersson et al., 2006). In medizinischen Anwendungen steht die Antisense-Technologie
noch am Anfang, obwohl in den USA bereits 1998 das erste Antisense-Medikament,
Fomivirsen (Vitravene™') gegen CMV Retinitis, eine bei AIDS Patienten zur Erblindung
fiihrende virale Infektion, durch die FDA und ein Jahr spéter durch die EMEA (European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products) zugelassen wurde. Dieses Medikament
wurde jedoch schon 2002 von Novartis Ophtalmics Europe Ltd. aus Griinden mangelnder

Rentabilitdt vom Markt der Europdischen Union genommen.

Auch bei der Antisense-Technologie liegt der Schwerpunkt der Forschung bei der Krebs-
therapie. Als geeignete Zielgene kommen z.B. Tumorwachstum-férdernde Gene in Frage. Die
Deutsche Firma Antisense-Pharma betreibt in Kooperation mit der Universitidt Regensburg
klinische Studien mit Antisense-Molekiilen gegen TGFB1 und 2 in diversen Krebsarten (Hau
et al., 2007).

Es gibt drei Grundmolekiile, die in der Antisense-Technologie zum Einsatz kommen: RNA,

DNA und synthetische Oligomere.

2.2.21 RNA

Die Grundlage artifiziell hergestellter Antisense-RNA-Molekiile ist ein natiirlicher
Mechanismus in eukaryontischen Zellen: die RNA-interferenz (RNA1), fiir deren Entdeckung
im Fadenwurm Craig Mello und Andrew Fire 2006 den Nobelpreis erhielten (Fire et al.,
1998). Bei der RNAi sorgt ein hochst effizienter zelluldrer Prozess fiir das spezifische
Stummschalten eines Genes. Dabei dient short hairpin (sh), small interfering (si), micro (mi)
oder piwi-interacting (pi) RNA unter Zuhilfenahme zelluldrer Proteine (RNA induced
silcencing complex, RISC) zur katalytischen, sequenzspezifischen Spaltung von mRNA, was
in der Downregulation des Expressionslevels eines bestimmten Gens resultiert. Der Effekt der
RNAi wurde nicht nur posttranskriptional, sondern auch auf Chromatin-Ebene und trans-
lational beobachtet (Volpe et al., 2002; Pal-Bhadra et al., 2002).

Die Ausgangs-RNAs konnen bei der natiirlichen RNAi endogenen (u.a. Transposons, Introns)
oder exogenen, meist viralen Ursprungs sein und dienen der Virusabwehr oder der

allgemeinen, jedoch spezifischen Genregulation.
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Die shRNA, siRNA, miRNA und piRNA
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—— Erem Enzymkomplex RISC zu 19-21 Nucleo-
20 Tormation

tide (nt) langen Fragmenten prozessiert.
. 11 SsiRNAproten Diese einzelstringigen RNAs dirigieren

— complax (RISC)
I wiederum RISC sequenzspezifisch zum

Zielmolekil mRNA, wo ein Protein des
Komplexes (Argonaute 2) die einmalige

Spaltung der mRNA vermittelt. Die

mRNA wird darauf exonukleolytisch

vollstindig degradiert.
w Alternativ zur Spaltung kann allein die

Bindung an die mRNA deren Translation

Recycling

Target degradation

inhibieren. Die Griinde hierfiir sind noch
nicht vollstindig bekannt (Harvey et al.,

2002). Im biotechnologischen Kontext

Abb. 2.2-2: Schematische Darstellung des durch : : :
ilt RNAIi rzeit al
siRNA induzierten RNAi-Mechanismus. Nach Bildung gilt N derzeit als das beste

des RNA induced silencing complex (RISC) dirigiert die siRNA verfiigbare Hilfsmittel zur Identifi-
den Komplex zur Ziel-mRNA, die durch das Enzym

Argonaute 2 gespalten und anschlieBend degradiert wird zierung von Genfunktionen und zur Va-
(Bild: The Science of Biology, 8t Edition; Kapitel 16).
lidierung therapeutisch relevanter Gene
und  Stoffwechselwege.  Gleichzeitig
setzen viele Forscher grofle Hoffnung auf RNAI als neue Medikamentenklasse zur Hemmung
der Expression krankheitsassoziierter Gene, darunter auch sogenannte non-druggable targets.
Experimentell kommen entweder als hairpin exprimierte und dann zu siRNA prozessierte
oder synthetische siRNAs zum Einsatz. Dabei handelt es sich um 21 oder 22 nt lange doppel-
strangige RNAs mit je zwei ungepaarten Nukleotiden am 3° Ende (Abb. 2.2-2). Beim Design
dieser siRNAs ist hohe Sequenzspezifitit essentiell, da es sonst zu Off-target Effekten
kommen kann (John et al., 2007). Unerwiinschte Homologie kann zum Abbau einer sequenz-
verwandten mRNA fiihren oder als Pseudo-miRNA die Translation inhibieren. Ein weiterer
Off-target Effekt kann die unspezifische Stimulation des Immunsystems durch die
Aktivierung von toll-like Rezeptoren im Endosom der Zellen hervorrufen, was letztlich zur
Freisetzung von Interferon-q und anderen Cytokinen fiihren kann (Sioud, 2005).

Der gentherapeutische Einsatz von intrazelluldr exprimierten shRNAs, die erst zu siRNA

prozessiert werden miissen, wurde zwar beschrieben, birgt jedoch die Gefahr, dass durch den
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Kernexport der stRNA z.B. durch Exportin 5 eine Uberbelastung dieses Mechanismus auftritt
und den natiirlichen Metabolismus von miRNAs stort, was letztlich zur Toxizitdt fithren kann
(Grimm und Kay, 2007). Fiir synthetische siRNAs wurden solche Effekte bisher nicht
beobachtet.

2.2.2.2 Einzelstrangige DNA
DNAzyme

Katalytische DNAzyme vom 10-23 Typ sind einzelstrangige DNA-Molekiile, die in der Lage
sind, komplementire RNA katalytisch in Abhdngigkeit von divalenten Kationen zu spalten
(Joyce, 2001). DNAzyme bestehen aus einer zentralen 15 Nukleotide langen, katalytischen
Sequenz und zwei an das Substrat bindende Arme variabler Linge und Sequenz. Diese Arme
binden sequenzspezifisch durch Watson-Crick Basenpaarung an die Ziel-mRNA, deren
Spaltung dann zwischen einer gepaarten Pyrimidin- und einer freien Purinbase erfolgt (Abb.
2.2-3 A) (Santoro und Joyce, 1997,1998). Reine DNA-DNAzyme spalten am besten zwischen
AU und GU-Sequenzen. Cairns verbesserte durch die Verwendung von Inosinbasen die
Spaltung von AC- und GC-Sequenzen (Cairns et al., 2003). DNAzyme besitzen héufig eine
hohere Aktivitit als Ribozyme. Zudem zeichnen sich DNAzyme gegeniiber RNA-basierten
Antisense-Nukleinsduren durch eine erhohte chemische und biologische Stabilitdt aus. Die
Stabilitdit und Spezifitdit kann durch Modifikation der DNA z.B. durch 3'-3'-invertierte
Nukleotide, Phosphothioat-Verbindungen, 2'-O-Methyl RNAs und locked nucleic acids
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(LNA, hier sind C2 und C4 der Ribose iiber eine Methylengruppe verbunden) modelliert
werden (Abb. 2.2-3 B) (Dass et al., 2002; Sioud und Leirdal, 2000; Warashina et al., 1999;
Kurreck, 2003; Schubert et al., 2003; Vester et al., 2002; Kaur et al., 2006). Da die Sequenz
der katalytischen Einheit nicht hoch konserviert ist, werden sogar Modifikationen innerhalb

des katalytischen Loops toleriert (Zaborowska et al., 2002; Schubert et al., 2003).

In der Literatur wurde inzwischen nicht nur die Anwendungen von DNAzymen zur
Suppression der Genaktivitdt in vitro beschrieben, sondern vereinzelt auch schon die

Anwendung in Tiermodellen (Sun et al., 2000).

Aptamere

Diese in der Regel 25-70 Basen langen, einzelstrangigen DNA- (selten auch RNA-) Molekiile
sollen hier nur der Vollstindigkeit halber mit aufgefiihrt werden. Aptamere binden an
Biomolekiile, wobei die Wechselwirkung hoch affin im picomolaren Bereich und dhnlich
spezifisch wie die von Antikorpern ist. Dadurch kénnen sie u.a. Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen beeinflussen, was sie fiir therapeutische und diagnostische Einsitze interessant
macht.

Ende 2004 wurde das erste Aptamer, Pegaptanib, ein 27mer RNA-Aptamer in den USA zur
Behandlung der feuchten altersbedingten Maculadegeneration zugelassen. Pegaptanib bindet
an VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und vermindert das Einwachsen von
BlutgefdBen in die Netzhaut. Fiir diagnostische Zwecke wurde 2006 ein Kokain-Schnelltest

vorgestellt. Dennoch spielen Aptamere als Therapeutikum bisher eine untergeordnete Rolle.
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3 Problemstellung und Ziele

Der sichere Transport therapeutischer Nukleinsduren zu den jeweiligen Zielzellen ist eine
zentrale Anforderung an einen gentherapeutischen Vektor. Der Schutz der transportierten
Nukleinsduren vor Degradation z.B. im Serum muss daher genauso gewéhrleistet sein wie die
zelltypspezifische Adressierung des Vektors.

Virus-dhnliche Partikel (VLPs) aus dem Hiillprotein VP1 des Polyomavirus (PyVP1) kénnen
nach rekombinanter Expression in E.coli und Reinigung der Untereinheiten durch
Assemblierung in vitro gebildet werden und sind fiir den Gentransfer geeignet. Varianten des
PyVP1 konnen dank funktionaler Insertionen z.B. eines polyionischen EgC-tags oder des
antikorperbindenden Protein Z mit Antikorpern oder Antikorperfragmenten dekoriert und
somit zelltypspezifisch adressiert werden.

Bisherige Methoden des Gentransfers mit PyVLPs beruhen auf der Assoziation von Plasmid-
DNA auf der Oberfldche praassemblierter VLPs, wodurch die Nukleinsduren jedoch nicht in
geeignetem MaBe vor nukleolytischem Abbau geschiitzt werden. Das virale Hiillprotein
PyVP1 trigt einen zur Bindung an Nukleinsdure fahigen N-Terminus, der in VLPs im Inneren
der Capside lokalisiert ist. Diese Wechselwirkung kann genutzt werden, um Nukleinsduren
gezielt durch Coassemblierung mit PyVP1 im Inneren der PyVLPs einzuschlieBen. Bisher
wurde allerdings noch kein Verfahren beschrieben, das diese Wechselwirkung beriicksichtigt
und zu stabilen VLPs fiihrt, die einen Schutz der Nukleinsduren gewahrleisten.

Ziel dieser Arbeit ist es, ausgehend von der Analyse der Bindung von PyVPI1 an Nuklein-
sduren unterschiedlicher Lange, ein optimiertes Assemblierungsverfahren zu etablieren, das
die gerichtete Verpackung von DNA und RNA ermdéglicht und gleichzeitig die Bildung
stabiler VLPs auch aus den Varianten PyVP1-Z und PyVPI1-EgC erlaubt, um so den Schutz

der Nukleinsduren vor Abbau durch Nukleasen zu gewéhrleisten.
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4 Material und Methoden

4.1 Gerate

Chromatographie

AKTApurifier 100 / Akta FPLC / AKTAexplorer 100 mit
Fraktionskollektor Frac-900 (GE Healthcare, Freiburg)
HPLC Einheit (Gynkotech, Germering)
Fluoreszenzdetektor L-7480 (Hitachi, Mannheim)
LC-10A RP-HPLC-System (Shimadzu, Duisburg)

Elektrophorese

Gelelektrophoreseapparatur GNA-100 und SE 250 (GE Healthcare, Freiburg)
Horizontalelektrophorese BIA und B2 (Owl / Thermo Scientific, Schwerte)

Semidry Blotapparatur Hoefer SemiPhor (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco)
Electrophoresis Power supply 600 (GE Healthcare, Freiburg)

UV-Tisch PHER 01 (Biotec —Fischer, Reiskirchen)

Kamera CF 8/1 FMC (Kappa, Gleichen)

Spektroskopie

CD-Spektrometer Jasco-810 (Jasco, GroB-Umstadt)
Fluoreszenzspektrophotometer F 4500 (Hitachi, Mannheim)

Fluoromax-2 und -3 (Spex Instruments, Edison, USA)

UV/Vis Spektrometer Utrospec 3000 und 4000 (GE Healthcare, Freiburg)

Software

AxioControl 1.04 (©Carl Zeiss, Jena)

CellQuest Pro (©Becton Dickinson, Basel)

Chromeleon (©Dionex, Idstein)

Gene Runner 3.05 (OHastings Software, Inc., West Wood)

Image Quant 4.0 (OAmersham Biosciences / GE Healthcare, Freiburg)
Phoretix 2D 5.0 (©NonLinear Dynamics, Inc., Durham)

SigmaPlot 5.0 (©SPSS Inc., Miinchen)
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Sonstiges

Amicon Ultra Zentrifungenkonzentratoren 10-50 kD MWCO (Millipore, Schwalbach)
Analytische Ultrazentrifuge Optima XL-A (Beckman, Krefeld)

Automatikdosierer (Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt)

Autoradiographiekassetten BAS Cassette 2040 (GE Healtcare, Freiburg)

Axicam MRm (Zeiss, Jena)

Bioreaktor Biostat ED (10 Liter; Prozessleitsystem MCFSwin; Messregelsystem C-DCU),
(B. Braun Biotech, Melsungen)

BIAcore X & T100 (GE Healthcare, Freiburg)

Brutschrank HER Acell (Heraeus, Hanau)

Certomat BS-T-Schiittelinkubator (B. Braun Biotech, Melsungen)
Durchlichtmikroskop TELAVAL 3 (Zeiss, Jena)

Elektronenmikroskop EM 900 (Zeiss, Jena)

Elektroporationsgeridt Gene Pulser II (BioRad, Miinchen)

FACSCaliburTM (Becton Dickinson, Basel)

Flowbox HER Asafe (Heraeus, Hanau)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100 M (Zeiss, Jena)

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M mit HAL100 und HBO Lichteinheiten (Zeiss, Jena)
Gaulin-Hochdruckhomogenisator Micron Lab 40 und Lab 60 (APV, Unna)
Geigerzidhler (Berthold Technologies, Bad Wildbach)

Geigerzédhler (WMB, Montvale)

Image Eraser (Molecular Dynamics/GE Healthcare, Freiburg)

Liquid Scintillation Analyser Tri-Carb 2100TR (Perkin Elmer/Packard Bioscience, Waltham)
Omn-E Thermocycler (Hybaid-AGS, Heidelberg)

Polymax (Heidolph Instruments, Schwabach)

pH-Meter Multical pH 526 mit Sentix81 Messkette (WTW, Weilheim)
Phosphoimager Storm 860 (Molecular Dynamics / GE Healthcare, Freiburg)
Thermomixer Compact (Eppendorf, Hamburg)

Thermocycler Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg)

Thermostat E10 (Preiss-Daimler Medingen, Dresden)

Trio Thermoblock (Biometra, Gottingen)

Ultraturrax T25 (Jahnke & Kunkel, Staufen)

Vivaflow 50 Flipflop 100 kD MW (Millipore, Schwalbach)

Zentrifuge Avanti J-20, J-25 und J-30I (Beckman, Krefeld)

Zentrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)

Zentrifuge pico (Heraeus, Hanau)
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4.2 Materialien

Chromatographie

Entsalzungssdule PD-10 (GE Healthcare, Freiburg)
Glutathion-Sepharose 4B (GE Healthcare, Freiburg)

HiTrap HP SP Sepharose (GE Healthcare, Freiburg)

Ni-NTA HIS-Bind Resin (Qiagen, Hilden)

Poros HS 20 (PerSeptive Biosystems, Wiesbaden)

Poros HQ 20 (PerSeptive Biosystems, Wiesbaden)

Superdex 75 prep grade HiLoad 16/60 (GE Healthcare, Freiburg)
Superdex 200 prep grade Hil.oad 16/60 (GE Healthcare, Freiburg)
SP-Sepharose fast flow (GE Healthcare, Freiburg)

Nucleosil 500-5 C3-PPN-Saule (Macherey & Nagel, Diiren)
Polyethylenimin-Diinnschichtchromatographieplatten (Merck, Darmstadt)

Enzyme und Reagenzien

Benzonase purity grade II (Merck, Darmstadt)
DNApolymerase I (Fermentas, St. Leon-Rot)
Pfu-DNA-Polymerase (Promega, Mannheim)

T4 Polynukleotidkinase (Fermetas, St. Leon-Rot)
Taq-DNA-Polymerase (NEB, Ibswich)
Restriktionsenzyme (NEB, Ibswich/Promega, Mannheim)
Riboblock Inhibitor (Fermentas, St. Leon-Rot)

Protease Inhibitor Cocktail Complete EDTA free (Roche Diagnostics, Penzberg)
Trypsin (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Trypsininhibitor (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Kits

ECL-Detektionskit (GE Healthcare, Freiburg)

Fermentas Mini-Prep-Kit (Fermentas, St. Leon-Rot)

GFX Gelband Purification Kit (GE Healthcare, Freiburg)

Mirus Rhodamin-DNA-Labelkit 3100 (Mirus, Madison)

QIAprep Spin Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

QIAprep Spin Mini Prep Plasmid Purification Kit (Qiagen, Hilden)
QIAprep Mega Prep Plasmid Purification Kit (Qiagen, Hilden)

Molekulargewichtstandards und Referenzproteine
100 bp- und 1 kb-DNA-Leiter (NEB, Ibswich/Fermentas, St. Leon-Rot)
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50 bp DNA & RNA-Leiter (Fermentas, St. Leon-Rot)

Bovines Serum Albumin Fraktion II (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

Lysozym (Merck, Darmstadt)

Low and High Molecular Weight Marker (GE Healthcare, Freiburg/Fermentas, St. Leon-Rot)

Zellkultur

Chamber Slides 0,8 cm” (Nunc, Wiesbaden)
DABCO-Antifade (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

DAPI (Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium with Glutamax [ (DMEM) (Invitrogen, Karlsruhe)
Effectene (Qiagen, Hilden)

FACSflow/-clean/-rinse (Beckton-Dickinson, Heidelberg)
Geneticin / G418 (Invitrogen, Karlsruhe)

Gentamycin (10 mg/ml) (Invitrogen, Karlsruhe)

Glutamax I (200 mg/ml) (Invitrogen, Karlsruhe)
Hitzeinaktiviertes fetales Kilber Serum (FBS) (Invitrogen, Karlsruhe)
Kulturschalen (TPP, Schweiz)

Kryorohrchen (Greiner Bio-One, Frickenhausen)
Lipofectamine (Invitrogen, Karlsruhe)

Mowiol (4-88) (Calbiochem / Merck, Darmstadt)

PBS w/o Natrium Bicarbonat (Invitrogen, Karlsruhe)

RPMI 1640 Medium ohne Glutamin (Invitrogen, Karlsruhe)
siRNAfect (Qiagen, Hilden)

Trypsin-EDTA in HBSS (Invitrogen, Karlsruhe)
XtremeGENE (Roche, Penzberg)

Zahlkammer nach Neubauer (Brand GmbH, Wertheim)

Sonstiges

Autoradiographiefilm Retina XBD (INTAS, Gottingen)

BioTraceTM Nitrocellulosemembran (Pall-Gelman, Dreieich)

BioTraceTM PVDF Transfermembran (Pall-Gelman, Dreieich)

Dialyseschldauche Spectrophor MCWO 6000-8000 (Roth GmbH, Karlsruhe)
EM-Grids, Formvar beschichtet (Plano, Wetzlar)

LumaSafe Plus (Lumac LSC, Groningen)

Phosphorscreen fiir Autoradiographie (Molecular Probes / GE Healthcare, Freiburg)
VivaFlow 50 Module MCWO 100 000 (Vivascience, Hannover)
Zentrifugalkonzentrator AMICON-Ultra (Millipore, Schwalbach)
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Gerdte und Materialien, die zur normalen Laborausstattung gehdren (Pipetten, Waagen,
pH-Meter etc.) werden nicht extra aufgefiihrt oder werden bei Relevanz bei den jeweiligen

Methoden genannt.

Chemikalien

A

30 % Acrylamid / 0,8 % Bisacrylamid-Ldsung (Roth GmbH, Karlsruhe)
Aceton (Merck, Darmstadt)

Agar-Agar (Roth GmbH, Karlsruhe)

Agarose (ICN, Roth)

Ampicillin (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Ammoniumchlorid (Roth GmbH, Karlsruhe)
Ammoniumsulfat (Merck, Darmstadt)
Ammoniumperoxodisulfat (Roth GmbH, Karlsruhe)
ATP, 100 mM PCR grade (Merck, Darmstadt)
[y]*P-ATP (GE Healthcare, Freiburg)

B

Bacitracin (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Brillant Blau R250 (Roth GmbH, Karlsruhe)
Bromphenolblau (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)

C

Calciumchlorid (Riedel-de-Haen, Seelze)

Chloroform (Roth GmbH, Karlsruhe)
Chloroquin-Diphosphat (AppliChem GmbH, Darmstadt)
Citronenséure (Roth GmbH, Karlsruhe)

Coomassie Brillant Blau G250 (Roth GmbH, Karlsruhe)

D

Dinatriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)

Dithiothreitol (DTT) (MP Biomedicals, Illkirch)

dNTPs 100mM (Roche, Penzberg)

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]octan (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)

E
Essigsédure (96%ig) (Merck, Darmstadt)
Ethanol (Merck, Darmstadt)
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Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (MP Biomedicals, Illkirch)

G

Gentamicin (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Geneticin / G418 (PAA, Pasching)

Glucose (Merck, Darmstadt)

Glutamax-I 10 mg/ml (Invitrogen, Karlsruhe)
Glutathion oxidiert, reduziert (MP Biomedicals, Illkirch)
Glycerin (MP Biomedicals, Illkirch)

Glycin (Roth GmbH, Karlsruhe)
Guanidiniumhydrochlorid (Nigu Chemie, Darmstadt)

H

Harnstoft (MP Biomedicals, Illkirch)

Hefeextrakt (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Hefeextrakt fiir Fermentation (CMV Hefewerk, Hamburg)

|
Isopropyl-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (AppliChem GmbH, Darmstadt)
Iodacetamid (MP Biomedicals, Illkirch)

K

Kaliumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Kaliumhydroxid (Merck, Darmstadt)

Kanamycin (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Kupfer-1I-Chlorid (Ridel-de-Haén, Seelze)

M

Magermilchpulver (Nestlé, Frankfurt)

Magnesiumchlorid (Roth GmbH, Karlsruhe)

Magnesiumsulfat (Roth GmbH, Karlsruhe)

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Methanol (HPLC-grade) (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Mowiol 4-88 (Calbiochem / Merck, Darmstadt)

N
Natriumacetat (MP Biomedicals, Illkirch)
Natriumacid (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
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Natriumchlorid (Roth GmbH, Karlsruhe)
Natriumdihydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (Merck, Darmstadt)
Natriumhydrogenphosphat (Merck, Darmstadt)
Natriumhydroxid (Roth GmbH, Karlsruhe)
Natriumsulfat (Merck, Darmstadt)

p

Phosphorséure (85%ig) (Merck, Darmstadt)

Phenol, sauer, wassergeséttigt (Applichem, Darmstadt)

Phenol TE gesittigt (Roth GmbH, Karlsruhe, Karlsruhe)
Phenol-Chloroform (Roth GmbH, Karlsruhe)

2-Propanol (Merck, Darmstadt)

Processing Chemicals GBX, Kodak (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)

S

Salzsdure (37%ig) (Merck, Darmstadt)

Silbernitrat fiir Proteinfairbung (Roth GmbH, Karlsruhe)
Sorbitol (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)

SYBR Green (Invitrogen, Karlsruhe)

T
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Roth GmbH, Karlsruhe)
Thiamin (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen)
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris) (MP Biomedicals, Illkirch)
Trypton-Pepton (Roth GmbH, Karlsruhe)

U
Uranylacetat (Plano GmbH, Wetzlar)

Soweit nicht anders angegeben waren alle Chemikalien vom Reinheitsgrad p.a., Losungen

wurden in Wasser der Qualitat MilliQ (ddH,O) angesetzt.



Material und Methoden 39

Philine Dobberthien

Bakterienstamme

E.coli Stamm Genotyp Referenz

EcoB Ion™ Donch & Greenberg, 1968

BL21(DE3) F ompT hsdSB(rB-mB-)gal dem Studier & Moffatt, 1986
(DE3) Novagen, Bad Soden

XL1-Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 Bullock et al., 1987
supE44 relAl lac [F'proAB Invitrogen, Karlsruhe
lacl"ZAM15 Tn10(Tet®)]

XL10-GOLD Tet" A(mcrA)183 A(merCB- Bullock et al., 1987
hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 Invitrogen, Karlsruhe
thi-1 recAl gyrA96 relAl lac Hte
[F proAB lacl’ZAM15 Tn10(TetR)

Amy Cam"]*
Zelllinien
Zelllinie Genotyp Medium
MCF7 Humane epitheliale RPMI 1640 Medium

ATCC® -Nr. HTB-38™

d2EGFP-MCF7

HT-29
ATCC® -Nr. HTB-22™

Brustkrebszellline;
LewisY positiv

Stabile d2EGFP-
expimierende Zelllinie auf
Basis der MCF7
Brustkrebszelllinie s.o.,
Neo' positiv

Humane epitheliale
Dickdarmkrebszellline;
LewisY negativ

+ 10 % FBS
+ 1 % GlutaMAX I
+ 0,5 % Gentamicin

RPMI 1640 Medium**
+ 10 % FBS

+ 1 % GlutaMAX I

+ 0,5 % Gentamicin

+ 0,8 g/l Geneticin

DMEM with GlutaMAX I,

4,5 g/l D-Glucose, Na-Pyrovate
+ 10 % FBS

+ 0,5 % Gentamicin
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Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pALVPITAC PyVP1-Expressionsplasmid, VP1-Gen Leavitt et al., 1985
des Maus-Polyoma-Stammes A2 (small
plaque strain); bereitgestellt von R.
Garcea

pALVP1Glu PyVP1-EgC Expressionsplasmid, die Stubenrauch et al., 2000
Polyionische Sequenz EsC wurde in den
HI-Loop von PyVP1I inseriert, Plasmid
beruht auf pALVP1TAC

pVP1-Z PyVP1Z-Expressionsplasmid, Protein Z- Gleiter & Lilie, 2001
Gen wurde in den HI-Loop von PyVP1
inseriert; Plasmid beruht auf pET 21a

pEGFP-N1 EGFP-Expressionsplasmid fiir Cormack et al., 1996
eukaryontische Systeme. EGFP zeigt Clontech, Mountain View
gegeniiber wtGFP eine stirkere und
bathochrom verschobene Fluoreszenz
(Agx =507 nm)

pd2EGFP-N1 d2EGFP-Expressionsplasmid fiir Lietal,. 1998
eukaryontische Systeme. d2EGFP ist Clontech, Mountain View
eine destabilisierte Variante von EGFP
mit einer Halbwertszeit von etwa zwei
Stunden

Proteine

Protein Plasmid & Produktionsstamm Referenz

B3(Vy)-RsC pVuR8CP (Derivat des pYR 38-2); Stubenrauch et al., 2000
BL21(DE3), Fed-Batch Fermentation Reiter et al., 1996

B3(Vyp) pVL (Derivat des pULI 39-1); Stubenrauch et al., 2000
BL21(DE3); Fed-Batch Fermentation Reiter et al., 1996

B3(dsFv)-RsC Reinigung und Riickfaltung durch Stubenrauch et al., 2000

S. Bergelt und B. Edlich, 2006

Alle anderen in dieser Arbeit aufgefiihrten und verwendeten Proteine wurden selbst
hergestellt und gereinigt (s. Abschn. 4.3.4 und 4.7).
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Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden HPLC gereinigt und lyophilisiert von Metabion
(Martinsried) oder MWG (Ebersberg) bezogen, die siRNA stammt von Qiagen (Hilden).

Amplifikationsprimer

Name Sequenz

Zfwd [Zfwd-BIO] [Biotin]-5°-GTA GAC AAC AAA TTC AAC-3’
Zrev 100bp 5’-AAC TTT GGA TGA AGG CGT-3"

Zrev 180 bp 5’-ACC AGA TTT CGG CGC CTG-3"

Zrev 300 bp 5’-TTG GGG GAG CAT GTT GTT G-3

Zrev 500 bp 5’-TTG TTA GCA GCC GGA TCT C-3°
Zrev 630 bp 5’-GGA TAT AGT TCC TCC TTT CAG C-3°
Zrev 788 bp 5’-TTG ACG GGG AAA GCC GGC-3°

Zrev 965 bp 5’-TCC AGT TTG GAA CAA GAG TC-3°
Zrev 1200 bp 5’-CAT TTA TCA GGG TTA TTG TC-3’
Zrev 1600 bp 5’-ATC ACT CAT GGT TAT GGC-3’
EGFP-N1 fwd 5’-GTA TTA CCG CCA TGC ATT AG-3°
EGFP-NI1 rev 5’-CAA ACC ACA ACT AGA ATG CAG-3°
Hairpin 1 5’-TGC ACC GCA GTT TTC TGC GG-3’
Hairpin 2 5’-TTA AGC GCA GTT TTC TGC GC-3°
RTd2GFP_fwd 5’-ACG TAA ACG GCC ACA AGT TC-3°
RTd2GFP_rev 5’-AAG TCG TGC TGC TTC ATG TG-3’

(Antisense) Oligonukleotide

Name Sequenz
siRNA 22-GFP 5’-CGG CAA GCT GAC CCT GAA GTT CAT-3
21 bp oben Biotin-5°-GCT AAC TGA AAC ACG GAA GGA-3°

23 bp unten 5’-CCT CCT TCC GTG TTT CAG TTA GC-3°
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(Antisense) Oligonucleotide — Fortsetzung
Die katalytische Sequenz der DNAzyme GFPzym 1-3 ist unterstrichen dargestellt, alle

GFPzyme tragen ein asymmetrisches 3’-G.

Name Sequenz
GFPzym ChromA 5’-GCA CGC CGG GCT AGC TAC AAC GAA GGT CAG G-¥’
GFPzym ChromB 5’-TGC ACG CCG GGC TAG CTA CAA CGA AGG TCA GGG-3’

GFPzym PostChrom  5’-GCT GCT TCA GGC TAG CTA CAA CGA GTG GTC GGG-3’

4.3 Mikrobiologische Techniken

4.3.1 Herstellung kompetenter Zellen

Elektrokompetente Zellen

Sowohl fiir Plasmidamplifikation als auch fiir die Expression rekombinanter Proteine wurden
kompetente E.coli-Stamme per Elektroporation transformiert.

Der gewiinschte E.coli-Stamm wurde iiber Nacht in 50 ml LB-Medium als Vorkultur
angezogen. Die Hauptkultur (200ml in 11 Schiittelkolben) wurde 1:100 inokuliert, bei 37°C
kultiviert und die ODsg regelmiBig kontrolliert. Bei einer ODsyy von 0,3 bis 0,4 wurde der
Schiittelkolben fiir 30 min auf Eis gekiihlt, bevor die Zellen bei 5000 rpm in einem JLA
16.250 Rotor bei 4°C sedimentiert wurden.

Das Zellpellet wurde in immer kleineren Volumina 10 %igem Glycerin gewaschen: 200 ml
10 %iges Glycerin, 10 min Zentrifugation; 100 ml 10 %iges Glycerin, 10 min Zentrifugation;
20 ml 10 %iges Glycerin, 10 min Zentrifugation. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt
bildete sich ein lockeres Pellet, das final in 2 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert und zu je
40 pl aliquotiert wurde.

Die elektrokompetenten Zellen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei — 80°C gelagert.

Puffer und Lésungen
LB-Medium (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl); 10 % (v/v) Glycerin in Wasser
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Chemisch kompetente Zellen
Die Anzucht des gewiinschten E.coli-Stammes erfolgte analog der in Abschnitt 4.3.1

beschriebenen.

Das Zellpellet wurde in 25 ml eiskaltem 0,1 M CaCl, resuspendiert und die Zellsuspension
20 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut sedimentiert und in 5 ml
0,1 M CaCl, mit 25 % Glycerin resuspendiert. Die Suspension wurde zu je 150 pl aliquotiert
und 3 - 4 h auf Eis inkubiert.

Die chemisch kompetenten Zellen wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei — 80°C gelagert.

Puffer und Lésungen
LB-Medium (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl); 0,1 M CaCl,; 0,1 M CaCl, mit

25 % (v/v) Glycerin

4.3.2 Transformation von E.coli-Zellen

Transformation mittels Elektroporation
Elektrokompetente Zellen (in 40pul 10 % Glycerin) wurden auf Eis mit 80 — 150 ng Plasmid

10 min inkubiert, in eine Elektroporationskiivette iiberfiihrt und einer Spannung von 1,8 kV
(Elektrodenabstand 1 mm) bei einem Widerstand von 200 Q und einer Kapazitit von 25 pF
ausgesetzt. Die Zellen wurden sofort mit auf 37°C temperierten 500 pul SOC-Medium
verdiinnt und 30-45 min bei 37°C geschiittelt. Auf LB-Agarplatten mit plasmidspezifischem
Antibiotikum wurden 20 und 50 pl des Transformationsansatzes ausplattiert und iiber Nacht

(14 — 16 h) bei 37°C inkubsert.

Puffer und Losungen
SOC-Medium (20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 10 mM MgSOy4; 10 mM

MgCl,; 20 mM Glucose); LB-Agar (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl; 15 g/l
Agar-Agar); 1000x Ampicillin (100 mg/ml); 500x Kanamycin (35 mg/ml)

Transformation mittels Hitzeschock
Chemisch kompetente Zellen wurden auf Eis mit 80-150 ng Plasmid 20 min inkubiert. Die

Zellen wurden fiir 90 Sekunden in einem Wasserthermostaten bei 42°C einem Hitzeschock
ausgesetzt und sofort auf Eis 5 min abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 500 pl
SOC-Medium verdiinnt und 30-45 min bei 37°C geschiittelt. Auf LB-Agarplatten mit
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plasmidspezifischem Antibiotikum wurden 50 und 100 pl des Transformationsansatzes

ausplattiert und tiber Nacht (14 — 16 h) bei 37°C inkubiert.

Puffer und Losungen
SOC-Medium (20 g/l Trypton; 5 g/l Hefeex-trakt; 10 mM NaCl; 10 mM MgSQOy4; 10 mM

MgCly; 20 mM Glucose); LB-Agar (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl; 15 g/l
Agar-Agar); 1000 x Ampicillin (100 mg/ml); 500x Kanamycin (35 mg/ml)

4.3.3 Kultivierung und Konservierung von E.coli-Stammen

Fiir Ubernacht-Kulturen wurden 3-50 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit
einer entsprechend transformierten Einzelkolonie direkt von einer Agarplatte bzw. einem
Abstrich einer Glycerinkultur angeimpft und bei 37°C fiir 15-18 Stunden bei 130 rpm
kultiviert. Fiir Fermentationen wurden die Zellen statt in LB-Medium in Hefevollmedium mit
Magnesiumsulfat und Dikaliumhydrogenphosphat kultiviert.

Zur Herstellung von Glycerinkulturen wurden 500 pl einer 8 Stunden kultivierten
Bakteriensuspension mit 200 pl sterilem Glycerin/MgCl, vermischt, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Puffer und Losungen
LB-Medium (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl); 1000x Ampicillin (100 mg/ml);

500x Kanamycin (35 mg/ml); Glycerin/MgCl, (50 % Glycerin, 100 mM MgCl,, 20 mM Tris,
pH 8.0); Hefevollmedium (50 g/l Hefeextrakt; 11 g/l Glycerin; 0,5 g/l NH4Cl,; 26,7 mM
MgSOy; pH 7 durch Titration mit 1 M K,POy)

4.3.4 Fed-Batch Fermentation von Mikroorganismen

Zur Hochzelldichtefermentation wurden E.coli-Zellen auf Hefeextraktvollmedium in einem
10 L Bioreaktor Biostat ED (Braun) mit digitalem Mess- und Regelsystem (DCU) und dem
Prozessleitsystem MCFSwin im Fed-Batch-Verfahren kultiviert. Hierzu wurden 7L
Vollmedium im Reaktor und diverse Zusitze zur Vermeidung von Maillardreaktionen separat
autoklaviert. Nach Abkiihlen des Mediums wurden Magnesiumsulfat, Endkonz. 27.6 mM und
Dikaliumhydrogenphosphat bis Erreichen eines pH-Wertes von 7, sowie das sterilfiltrierte
Antibiotikum Ampicillin, Endkonzetration 100 mg/l zugegeben.

Fiir die Fermentation wurden 25 ml Vorkulturen aus einer Glycerinkultur des E.coli-Stammes
EcoB mit entsprechendem Expressionsplasmid angeimpft (25 ml LB-Medium mit Ampicilin)

und bis zu ODggp = 3,5 bei 37°C inkubiert (6 h). Diese Vorkultur diente als Inokulum fiir eine
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zweite Vorkultur. Hierzu wurden 5 x 200 ml Vollmedium (mit je 200 ul Ampicilin) mit
unterschiedlichen Inokulum-Volumina von 3 %, 2 %, 1 % und 2 x 0,5 % angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C im Schiittler inkubiert (14 h). Die Fermentation wurde durch Inokulation mit
600 ml aus drei Ubernachtkulturen gestartet. Die Kultivierungstemperatur betrug 37°C, der
pH-Wert wurde durch sterile Zugabe von 25 %iger Phosphorsédure, bzw. 0,1 N NaOH auf pH
7 konstant gehalten. Der Sauerstoffpartialdruck pO2 wurde manuell durch Regulation der
Riithrgeschwindigkeit oder durch Einleitung von reinem Sauerstoff beim minimalen Sollwert
von 10 % Sittigung gehalten. Auftretende Schaumbildung wurde durch tropfenweise Zugabe
von Polypropylen-Losung (Antifoam) nach Bedarf vermindert.

Bei einer ODggo von 25 kam es zu einer Reduktion der Wachstumsrate und das Feeding wurde
gestartet, wobei die Feedinggeschwindigkeit so gewéhlt wurde, dass eine Erniedrigung der
Feedings sofort die Sauerstoffsittigung ansteigen lie§ (Nahrstofflimitiertes Wachstum).

Die Induktion der Proteinexpression erfolgte nach Absenken der Reaktortemperatur auf 30°C
bei einer ODgog von 74 mit IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM IPTG. Nach weiteren
5 Stunden Kultivierung wurde die Biomasse bei einer ODgo9 von 80 durch Zentrifugation in
einem JLA 10.500 Rotor bei 7000 rpm (ca. 6000 rcf) 10 min bei 4°C geerntet, portioniert und

bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Medien und LAsungen
Vollmedium (50 g/l Hefeextrakt; 11 g/l Glycerin; 0,5 g/l NH4Cl,); 1 M K,HPO4; 1 M MgSQOy;

25 %ige Phosphorsdure; 0,1 N NaOH; Antifoam (50 % (v/v) Polypropylen); Feedinglosung
(300 g/l Hefeextrakt; 250 ml/1 Glycerin); 1 M IPTG

4.4 Molekularbiologische Techniken

4.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Analyse und Reinigung von DNA-Fragmenten und Plasmiden wurden 0.8-4 %ige
(w/v) Agarosegele in 1x TAE-Puffer oder 1x TBE-Puffer hergestellt. Die Proben wurden mit
5x Probenpuffer versetzt, in Slots im Gel aufgetragen und bei einer Spannung von 60 — 140 V
iiber 20 - 90 min aufgetrennt. Die DNA wurde entweder durch nachtrégliche Inkubation in
einem Ethidiumbromidbad (0.1 mg/ml) oder durch Zugabe von SYBR Green zum

Probenpuffer angefarbt und mit UV-Licht auf einem Transilluminator detektiert.
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Puffer und Losungen
50x TAE-Puffer (2 M Tris, 1 M Essigsdure; 100 mM EDTA; pH 8.1); 5x TBE-Puffer (54 g

Tris, 27,5 g Borséure; 20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0; ad 1000 ml ddH,0); Probenpuffer (10 mM
Tris, 1 mM EDTA; 50 % (w/v) Glycerin; 0,05 % (w/v) Bromphenolblau; pH 7.2);
Ethidiumbromid-Ldsung (1 mg/ml Ethidiumbromid); SYBR Green

4.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Nukleinsduren

Fiir die Analyse kleiner und einzelstrangiger Nukleinsduren wurden 8-18%ige 0,75 mm
starke Polyacrylamidgele (PAA-Gele) mit 0,5x TBE-Puffer verwendet. Die Proben wurden
mit 5x Probenpuffer versetzt, aufs Gel aufgetragen und in einer Vertikal-
Elektrophoresekammer bei einer Spannung von 100 V {iiber 30-90 min separiert. Die
Anfarbung der Nukleinsdure erfolgte nach Inkubation in einem 0.1 mg/ml Ethidiumbromid-
Bad oder durch Zugabe von SYBR Green zum Probenpuffer und die Detektion mittels UV-
Licht auf einem Transilluminator. Niedrigprozentige Gele wurden mit 1,5 mm Stéirke
hergestellt, um die Handhabung wéhrend der Farbung und der Detektion zu vereinfachen und
ein ZerreiBen der Gele zu vermeiden.

Fir die Auftrennung radioaktiv gelabelter siRNA wurde 20 %ige harnstoffhaltige
Acrylamidgele (8 M Harnstoff in 1x TBE) verwendet. Die Proben wurden in Formamidpuffer
aufgenommen und 5 min bei 95°C denaturiert. Diese Gele wurden vor der Verwendung
mindestens 10 min durch angelegte Spannung erwarmt und die Beladungstaschen unmittelbar
vor Probenauftrag mit Elektrophoresepuffer gespiilt, um {iberschiissigen Harnstoff zu
entfernen. Die radioaktiven Banden wurden mittels Phosphorscreen und Phosphoimager

detektiert.

Puffer und Lésungen
50x TBE-Puffer (54 g Tris, 27,5 g Borséure; 20 ml 0.5 M EDTA pH 8.0; ad 1000 ml ddH,0);

Probenpuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA; 50 % (w/v) Glycerin; 0,05 % (w/v)
Bromphenolblau; pH 7.2); Formamidpuffer (5 mM EDTA pH 8,0 in Formamid; 0,025 %
(w/v) Bromphenolblau); Ethidiumbromid-Losung (1 mg/ml Ethidiumbromid), SYBR Green
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4.4.3 Plasmidpraparation mittels alkalischer Lyse

Die Methode der alkalischen Lyse liefert Plasmid-DNA in akzeptabler Reinheit bei guter
Ausbeute. Die genomische DNA der Bakterienzelle wird zuverldssig entfernt und die
Methode kann unproblematisch in gréBerem Mallstab angewendet werden.

Fiir eine Miniprip wurden die Zellen von bis zu 5 ml Ubernachtkultur eines mit dem
gewiinschtem Plasmid transformierten E.coli-Stammes bei 2000 g sedimentiert und der
Uberstand griindlich entfernt. Das Pellet wurde in 150 ul Losung I resuspendiert und die Lyse
durch Zugabe von 150 pl Losung II gestartet. Zum Vermischen der Losungen wurden die
Reaktionsgefdfle direkt nach der Zugabe lediglich mehrfach invertiert, da Auf- und
Abpipettieren sowie Vortexen zu Scherung der genomischen DNA fiihren kann. Die Probe
wurde leicht triib und schleimig. Nach 30-90 Sekunden wurde der pH-Wert durch Zugabe von
150 pl Losung III neutralisiert und gleichzeitig das enthaltene SDS gefillt. Zum Mischen
wurde auch hier lediglich invertiert und fiir 2 min inkubiert, bevor die Probe fiir 5-10 min bei
16000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde in ein frisches GefiR
tiberfiihrt, 1 pl DNase freie RNase A (10 mg/ml) zugegeben und fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert (alternativ wurde die RNase bereits der Losung I zugesetzt).

Die Plasmid-DNA kann sofort fiir einen DNase-Verdau eingesetzt werden. Fiir
Transformation oder kritische PCRs sollte die DNA nachgereinigt werden. Hierfiir eignet sich
eine Ethanolfillung: durch Zugabe von 1 ml 96 % Ethanol zum Uberstand aus dem letzten
Plasmidpréparationsschritt wurde die DNA gefillt und durch Zentrifugation bei 16 000 g
pelletiert. Die DNA wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und das leicht trockene Pellet in TE-
Puffer oder Wasser aufgenommen.

Fir kleinere Malstabe wurden Mini-Prep-Kits von Qiagen oder Fermentas nach
Herstellerangaben verwendet. Die Lyse der Zellen basiert auf den oben beschriebenen
Prinzipien, jedoch wird die Plasmid-DNA zur Reinigung unter Hochsalzbedingungen an eine

Silicamatrix adsorbiert, in einem Spinsdulchen gereinigt und mit Wasser oder TE eluiert.

Puffer und Lésungen
LB-Medium (5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l Trypton; 5 g/l NaCl); ggf. Antibiotikum (1000x

Ampicillin (100mg/ml), 500x Kanamycin (35 mg/ml), 1000x Chloramphenicol (12,5 mg/ml
in Ethanol), 1000x Tetracyclin (12,5 mg/ml in Ethanol)); Losung I (50 mM Glucose; 25 mM
Tris, 10 mM EDTA); Losung II (0,2 N NaOH; 1 % (w/v) SDS); Losung III 3 M
Kaliumacetat pH 5,2); TE (10 mM Tris, | mM EDTA; pH 8.5)
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4.4.4 Restriktionsverdau

Zur Uberpriifung eines Plasmides und zur Herstellung von MIDGE-Konstrukten wurde ein
doppelter Restriktionsverdau mit zwei Endonukleasen im 10-500 pl MaBstab durchgefiihrt.
Ein 10 pl Ansatz enthielt 1 pl geeigneten Puffer fiir die jeweilige Enzymkombination, 1 pl
jedes Enzymes, 5 ul eines Miniprap-gereinigten Plasmides (s. Abschn. 4.4.6) und 2 pl
Wasser. Der Ansatz wurde fiir mindestens zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Grofe des
herausgeschnittenen Fragmentes wurde durch Agarosegelelektrophorese analysiert und falls

notig aus diesem eluiert und gereinigt.

4.45 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Nobelpreis geehrte Polymerase-Kettenreaktion nach Saiki et al., 1988 dient der
Amplifikation von DNA-Abschnitten anhand eines Muster-DNA-Stranges (Template). Die
zyklische Abfolge von Trennung des Template-Stranges, Anlagerung von Primern und
Extension der neuen Stringe durch eine DNA-Polymerase fiihrt zu einer exponentiellen
Anreicherung von DNA-Fragmenten.

Fiir die Herstellung ausreichender Mengen DNA wurden verschiedene Fragmente von 100 bis
1000 bp iiber PCR amplifiziert. Die Ansdtze wurden als 800 ul MasterMix pipettiert und in
50 ul Fraktionen fiir die PCR aufgeteilt. Ein 800 pl-Ansatz enthielt: 80 ul 10x
Reaktionspuffer; 0,32 uM Forwardprimer; 0,32 uM Backwardprimer; 1,6 mM dNTPs; 16 pl
Plasmid (~100 ng/ul); 12 ul Taq oder Pfu DNA Polymerase (2-3 U/ul); 615,2 ul H,O.

Initiale Denaturierung: 95°C 2 min
Denaturierung 95 °C 45s

Annealing 46.5°C* 45s

Synthese 72 °C 30 s—3 min 15 s**
Endsynthese 72 °C 5 min

Tabelle 4.4-1: PCR-Programm fur Thermocycler

*) die Annealing-Temperatur wurde entweder mit dem Programm GeneRunner errechnet oder
primerspezifisch nach Herstellerangaben eingestellt.
**) je nach Fragment und verwendeter Polymerase wurden die Herstellerangaben eingehalten (Tag-
Polymerase 1 kb /min; Pfu-Polymerase 0,5 kb /min.
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Die PCR-Reaktion wurde in einem automatischen Thermocycler nach oben stehendem
Programm durchgefiihrt (Tabelle 4.4-1).

Nach der initialen Denaturierung wurden 30 Zyklen bestehend aus Denaturierung, Annealing
und Synthese / Extention durchlaufen und durch eine fiinfminiitige Endsynthese

abgeschlossen.

4.4.6 Reinigung linearer DNA-Fragmente

Ethanolfallung und Reinigung von PCR-Produkten

Fir Verpackungsansidtze und Bindungsstudien mit linearer DNA wurden die per PCR
amplifizierten Nukleinsduren zunichst durch Féllung ankonzentriert und anschlieend mittels
Silica-Spin-Saulchen von Primern und restlichen Nukleotiden gereinigt.

Fiir die Ethanolfdllung wurde jeder Ansatz mit 1/10 Volumen Natriumacetat pH 4.8 gemischt
und die DNA mit 2,5-3 Volumen 96 % Ethanol 20 min bei RT gefdllt. Nach einer
Zentrifugationszeit von 30 min wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet mit 70 %
Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde angetrocknet und in Wasser aufgenommen.

Fiir die Reinigung iiber Silica-Sdulchen wurde das GFX™ PCR Band Purification Kit (GE
Healthcare) verwendet. Die Reinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Vor der
ersten Beladung mit DNA wurden die Sdulchen zweimal mit je 500ul Capture-, Wasch- und
Elutionspuffer oder Wasser in dieser Reihenfolge gespiilt. Es wurden maximal 15 ung DNA

pro Elution aufgetragen.

Elution aus einem Agarosegel mit GFX™ PCR Band Purification Kit
Aus einem 1.2-2 % (w/v) Agarosegel wurden nach der Elektrophorese (2.4.1) unter UV-Licht

die gewiinschte Bande detektiert, markiert und ausgeschnitten. Die Elution aus dem Gel
erfolgte mit Hochsalzpuffer (chaotrope Salze) bei 65°C. Die Reinigung richtete sich nach dem
Protokoll des Herstellers und erfolgte iiber eine Silicamatrix, von der die DNA mit Wasser
oder 10 mM Tris pH 8.0 eluiert wurde. Fiir spektroskopische Konzentrationsbestimmung (s.
Abschn. 4.4.8) wurden die Silicasdulchen vor der Beladung gewaschen, da konservierende
Substanzen das Spektrum stark storen. Hierflir wurde das Protokoll des Herstellers zweimal
ohne Nukleinsduren durchgefiihrt und erst beim dritten Mal die gewiinschte DNA

aufgetragen.
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4.4.7 Herstellung radioaktiv markierter siRNA

Die Detektion sehr kleiner Nukleinsduren (unter 50 Basen) ist durch die schlechte
Anférbbarkeit mit interkalierenden Fluoreszenzmarkern wie Ethidiumbromid oder SYBR
Green nach Gelelektrophorese von ungeniigender Qualitdt, insbesondere in Hinblick auf
Quantifizierung der Bandenintensitit. Daher wurden kleine Nukleinsduren fiir den Nachweis
am 5°-Ende mit **P radioaktiv markiert. Hierzu wurde das y-Phosphat von [y]**P-ATP durch
T4 Polynukleotidkinase (PNK) auf 22bp-siRNA iibertragen.

Fiir die Reaktion wurden 100 pmol siRNA mit 25 pmol [y]**P-ATP und 175 pmol ATP in
Gegenwart von 20 Units T4 PNK in einem Volumen von 50 pl fiir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die markierte siRNA wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion und Natrium-
acetat vermittelte Ethanolfdllung gereinigt und die Markierungsausbeute durch Szintillation
(s. Abschn. 4.5.9) sowie durch Diinnschichtchromatographie mit anschlieBender Detektion
und Quantifizierung im Phosphoimager bestimmt.

Fir die Diinnschichtchromatographie wurden Polyethylenimin beschichtete DC-Platten
verwendet. Als Laufmittel diente 3 M CsCl, 0,5 M Essigséure.

Die markierte RNA wurde durch Zugabe von Riboblock vor Abbau durch Ribonukleasen A

und B geschiitzt und bis zur Verwendung innerhalb weniger Tage bei -20°C gelagert.

Puffer und Losungen
10x Reaktionspuffer fiir T4 PNK; Phenol, sauer, wassergesittigt; Chloroform; Laufmittel fiir

DC (3 M Cs(Cl, 0,5 M Essigsdure)

4.4.8 Bestimmung der DNA / RNA-Konzentration durch Messung der
UV-Absorption

Nukleinsduren absorbieren ultraviolettes Licht, so dass ihre Konzentration schnell und nicht
destruktiv durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt werden kann. Die bei 300 nm
gemessene Absorption wurde als Offset subtrahiert. DNA-Priparate sind aufgrund ihrer
natiirlichen Assoziation zumeist mit Proteinen kontaminiert. Ein MaB fiir die Reinheit ist der
Quotient € 260nm/€280nm. ET sollte ca. 1,8 bis 2 betragen. Eine Absorption von 1,0 bei 1 cm
Schichtdicke entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml DNA und einer Konzentration von

40 pg/ml RNA.
(0D, ~OD,,)-Verdiinnung - 5049/ = [DNA]

(0D, —OD300)-VerdUnnung-40f“g/n| —[RNA]
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4.4.9 Nachweis der DNA / RNA-Verpackung

Zum Nachweis der Verpackung von DNA-Fragmenten in VLPs wurde der
Assemblierungsansatz iiber Nacht gegen Niedrigsalz-Capsidpuffer dialysiert und die MgCl,-
Konzentration im Ansatz auf 3 mM gebracht. Nach Zugabe von 2000 U/ml Benzonase wurde
der Ansatz fiir 1,5 Stunden bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der Benzonase wurde "4
Vol. Inaktivierungslosung zugegeben. Nach 15 min Inkubation bei RT wurden die Capside
durch 250 mM DTT und 62,5 mM EDTA fiir 30 min bei RT dissembliert und anschlieSend
bei 95°C fiir 15 min denaturiert.

Die DNA-Fragmente wurden iiber ein GFX™ PCR Band Purification Kit gereinigt und durch
Agarosegelelektrophorese (s. Abschn. 4.4.1) und Ethidiumbromidfarbung dargestellt und auf
einem Transilluminator im UV-Licht detektiert.

Der Nachweis radioaktiv gelabelter siRNA erfolge ebenfalls nach Verdau mit Benzonase
(s.0.), die Benzonase wurde durch 200 mM EDTA gehemmt und mittels Phenol inaktiviert.
Die durch Verpackung in VLPs vor Benzonase geschiitzte siRNA wurde via Phenol-
Chloroform-Extraktion und folgender Ethanolfillung von Proteinen abgetrennt und
konzentriert, in Formamid-Puffer aufgenommen, 5 Minuten erhitzt und in einem
harnstoffhaltigen Polyacrylamidgel (s. Abschn. 4.4.2) aufgetrennt. Die Radioaktivitidt wurde
mittels Phosphoimager detektiert.

Puffer und Losungen
Niedrigsalz-Capsidpuffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; | mM CaCly; pH

7,4); Inaktivierungs-Losung (0,5 M NaH,POy4; 0,5 M EDTA; pH 6); DTT/EDTA (2 M DTT;
0,5 M EDTA; pH 7,4)

4.5 Biochemische Techniken

4.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine im denaturierten Zustand anhand ihres
Molekulargewichts, unabhingig von ihrer Nettoladung aufgetrennt. Das zugesetzte SDS
lagert sich an hydrophoben Regionen des Proteins an und nivelliert durch die eigene, stark
negative Ladung vorhandene Ladungen im Protein, wodurch die SDS-Proteinkomplexe stets
zur Anode migrieren. In der reduzierenden SDS-PAGE werden zusitzlich vorhandene

Disulfidbriicken im Protein durch Inkubation mit z.B. B-Mercaptoethanol oder DTT reduziert.
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Die freien Thiol-Gruppen konnen durch Zugabe von lodacetamid irreversibel alkyliert
werden.

Fiir die pH-diskontinuierliche denaturierende SDS-PAGE (Laemmli, 1970) wurden 5-6 %ige
(w/v) Sammel- und 12-18 %ige (w/v) Trenngele eingesetzt. Proteinproben wurden 5-10
Minuten bei 95°C mit Probenpuffer inkubiert und Prézipitate kurz bei 13 000 rpm
abzentrifugiert bevor 5-25 pl der Probe auf das Gel aufgetragen wurden. Wihrend der
Elektrophorese wurde ein konstanter Strom von 35-40 mA pro 80 cm’® Gel angelegt. Als
GroBenstandard diente der LMW-Marker von GE Healthcare bzw. der Unstained Protein

Molecular Weight Marker von Fermentas.

Puffer und Lésungen

PAA 30 (30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid), 5x SDS Puffer (15,1 g Tris; 5 g SDS; 94 g
Glycin); 4x SDS-PAGE Sammelgelpuffer (0,5 M Tris; 0,8 % (w/v) SDS; pH 6.8); 4x SDS-
PAGE Trenngelpuffer (1,5 M Tris; 0,8 % (w/v) SDS; pH 8.0); 2x SDS-Probenpuffer (5 %
(w/v) SDS; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau; 20 % (v/v) Glycerin; 100 mM Tris, pH 8.0; £ 2 %
(v/v) 2-Mercaptoethanol)

4.5.2 Farbung von Proteinbanden nach SDS-PAGE

Farbung nach Fairbanks

Zur Anfirbung der Proteinbanden im Anschluss an die Elektrophorese werden bei allen
Methoden zunédchst die Proteine im Gel durch organische Losungsmittel bei niedrigem pH-
Wert fixiert. Zur Farbung wurde das Gel fiir mindestens eine Stunde in Coomassieblau-
haltiger Farbelosung A eingefdarbt. Die Entfarbung des Hintergrundes erfolgte mit geringer
farbenden Losungen B und C bis hin zur 10 %igen Essigsdure. Diese Methode ist mit einer

Nachweisgrenze von 100 ng / Bande nur maBig sensitiv.

Losungen
Fairbanks A (10 % Essigséure; 25 % Isopropanol; 0,05 % Coomassieblau) Fairbanks B (10 %

Essigsdure; 10 % Isopropanol; 0,005 % Coomassieblau); Fairbanks C (10 % Essigsdure;
0,002 % Coomassieblau); Entfarber (10 % Essigsdure)

Quickstain Coomassiefarbung

Alternativ zur Fairbankslosung wurden die Proteinbanden mit Quickstain-Losung angeférbt.
Hierzu wurden die Proteine im Gel zundchst durch Inkubation mit PAGE-Fixierer ausgefallt

und anschlieBend mit Quickstain angefirbt. Der Hintergrund wurde mit 10% Essigsédure
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entfarbt. Die erhebliche schnellere Fiarbung gegeniiber der Fairbanks-Methode ist gut
geeignet, um wihrend des Reinigungsprozesses die Zielprotein enthaltenden Fraktionen zu
identifizieren. Aufgrund der geringen Sensitivitédt (1 pug / Bande) ist diese Farbemethode nicht

zur Reinheitspriifung geeignet.

Losungen
PAGE-Fixierer (25 % (v/v) Isopropanol; 10 % Essigsdure); Quickstain (10 % Essigsdure;

100 mg Coomassieblau)

Silberfarbung

Proteinbanden im SDS-Polyacrylamidgel lassen sich auch durch Silberfarbung visualisieren.
Hierzu sind mehrere Inkubationsschritte notig, die Farbung ist mit einer Nachweisgrenze von
0,1-1 ng / Bande deutlich sensitiver als die Coomassiefarbung nach Fairbanks.

Die Proteine werden durch Inkubation des Polyacrylamidgels in Fixierlosung im Gel gefallt
und mit Natriumthiosulfat vorbehandelt. Die Impridgnierung des Gels erfolgt mit
Silbernitratlosung in Gegenwart von Formaldehyd im Dunkeln. Die an Proteine angelagerten
Silberionen werden mit Formaldehyd im Alkalischen (Entwickler) zu elementarem Silber
reduziert und farben sich schwarz. Diese Reaktion kann durch Wechsel des pH-Wertes ins
Saure gestoppt werden.

Es wurde nach dem Protokoll von Nesterenko et al., (1994) gearbeitet.

Puffer und Losungen:
Aceton-Stammlosung (50 % (v/v) Aceton in ddH,O), Formaldehyd (37 %), TCA-Stamm-

16sung (50 % (w/v) TCA in ddH,O), Natriumthiosulfat-Stammldsung (10 % (w/v) Natrium-
thiosulfat*5 H,O in ddH,0), Silbernitrat-Stammlésung (20 % (w/v) Silbernitrat in ddH,0),
Natriumcarbonat, Fixierlosung (60 ml Aceton-Stammlosung, 1.5 ml TCA-Stammlosung,

25 pl Formalin), Stoplosung (1 % (v/v) Essigsdure in ddH,0)

4.5.3 Westernblot (Immunologischer Proteinnachweis)

Zum Nachweis von wtVP1, VP1-Z und VP1-Eg4C wurden die Proteine nach einer SDS-PAGE
(2.5.1) auf Nitrozellulosemembran transferiert, mit Anti-VP1 Antikorper (Primérantikorper)
inkubiert und mit einem sekundédren Antikorper gegen Anti-VP1 detektiert.

Der Blot erfolgte mit einer Semi-Dry-Blotting-Apparatur bei 1 mA/cm® iiber 2 Stunden.
Anschliefend wurde die Membran kurz mit Ponceau-Losung angefarbt, um die Markerbanden
mit einem Stift zu kennzeichnen. Zur Minimierung der unspezifischen Bindung des

Primérantikorpers, wurde die Membran fiir 1 - 2 Stunden mit 5 % Milchpulver (w/v) in TBS-
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Puffer abgesittigt. Der Primdrantikdrper (spezifischer VPI1-Antikérper aus Huhn) wurde
1:1000 in TBS/5 % Magermilchpulver (w/v) verdiinnt und die Membran in dieser Losung
eine Stunde bei RT inkubiert. Nach griindlichem Waschen (3 x 5 min TBS; RT) wurde die
Membran mit dem, an Peroxidase gekoppelten, sekundidren Antikorper (Anti-Chicken-IgG-
Antikorper; Sigma) ebenfalls fiir eine Stunde bei RT inkubiert und wiederum griindlich
gewaschen. Der sekundire Antikorper wurde iiber eine chemilumineszierende Reaktion mit
dem ECL-Detektionssystem von GE Healthcare auf einem Photofilm nachgewiesen. Der

Photofilm wurde durch Inkubation in Entwicklungs- und Fixierlosung entwickelt.

Puffer und Lésungen
5 x Blotting Puffer (15 g Tris, 72 g Glycin; 2,5 g SDS); Ponceau-Ldsung (1 % (w/v) Ponceau

S; 3 % (w/v) TCA); 10 x TBS Puffer (100 mM Tris, 1,54 M NaCl; pH 7,4); ECL-Lésungen

nach Herstellerangaben, Entwicklungsldsung und Fixierlosung 1:5 verdiinnt.

4.5.4 Westernblot flr Sequenzierung

Zur Vorbereitung der N-terminalen Sequenzierung wurde das Protein nach einer SDS-PAGE
(2.5.1) auf eine PVDF-Membran geblottet. Vorbereitend wurde die PVDF-Membran 5 min
mit reinem Methanol (HPLC grade) vorbehandelt und 5 min in Transferpuffer equilibriert.
Der Blot erfolgte im Semi-Dry-Verfahren bei 2 mA/cm® iiber 2.5 Stunden. Anschliefend
wurde die PVDF-Membran fiir 10 Sekunden mit Coomassie G250-Ldsung gefarbt und der
Hintergrund mit 40 % (v/v) Methanol, 10 % Essigsdure entfarbt.

Puffer und Lésungen
Transfer-Puffer (50 mM Na3BOs; 20 % (v/v) Methanol; pH 9.0); Coomasie-Farbelosung

(10 % (v/v) Essigsédure; 0,006 % (w/v) Coomassie G250); Entfarbelosung (10 % (v/v) Essig-
sdure; 30 % Methanol); das verwendete Methanol hatte die Reinheitsstufe ,HPLC grade’

4.5.5 N-terminale Proteinsequenzierung

Zur ldentitdtspriifung wurden die VPI1-Varianten N-terminal ansequenziert. Das gereinigte
Protein wurde nach der SDS-PAGE (s. Abschn. 4.5.1) fiir die Sequenzierung auf PVDF-
Membran geblottet, gefarbt (s. Abschn. 4.5.4) und die zu analysierende Bande ausgeschnitten.
Nach Abldsen des Proteins von der Membran wurde es mit einem LC-10A RP-HPLC-System
der Firma Shimadzu mit einer Nucleosil 500-5 C3-PPn-Sédule (Macherey & Nagel) entsalzt.
Der N-terminale Abbau nach Edman (Edman und Begg, 1967) wurde mittels eines 476 A
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Gasphasen-Sequenzers der Firma Applied Biosystems analysiert. Die N-terminale

Proteinsequenzierung wurde von Dr. Peter Riicknagel (MPI Halle) durchgefiihrt.

4.5.6 Bestimmung der Proteinkonzentration durch Messung der UV-Absorption

Zur Bestimmung der Konzentration von gereinigtem Protein wurde ein Spektrum von 220-
340 nm aufgenommen. Da die Aminosduresequenz aller verwendeten Proteine bekannt ist,
lasst sich der molare Extinktionskoeffizient ¢ iiber die vorhandenen Tyrosin-, Tryptophan-
und Cysteinreste (e1yr = 1490 M! cm'l; et = 5500 M cm’l; Ecys = 125 Mm! cm'l) bei 280 nm
berechnen (Pace et al., 1995). Von den gemessenen ODjgy wurde zur Korrektur des
Streulichtes der Wert ODs; als Offset abgezogen.

In Tabelle 4.5-1 sind die Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten der verwendeten

PyVP1-Varianten aufgefiihrt.

Protein Molekular- Extinktions- Massebezogener
gewicht koeffizient Extinktionskoeffizient
PyVP1 (Strain P16) 42,5kD 58245 M'em™ OD»sg 1 = 1.370 mg/ml
PyVP1-Z 49,4 kD 59735 M'em™ ODyg 1 = 1.354 mg/ml
PyVP1-EsC 43,6 kD 58245 M 'em™ ODago 1 = 1.335 mg/ml

Tabelle 4.5-1: Molekulargewichte und Extinktionskoeffizienten der PyVP1-Varianten

4.5.7 Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Fiir viele Methoden ist eine Volumenreduktion und damit verbundene Konzentrierung der
Proteinldsung notwendig. Fiir VP1 hat sich die Crossflow-Membranfiltration mit einer
ViVaFlow 50 Flipflop Einheit mit 100 kDa MWCO als giinstig erwiesen. Hierzu wurde die
Filtrationseinheit in dem jeweiligen Puffer &dquilibriert und die Probe mit 130 ml/min
rezirkulierend iiber die Membran gepumpt, bis das gewiinschte Volumen von mindestens
12 ml erreicht war.

Zur Konzentrierung auf kleinere Volumina wurde das Protein {iber Ionentauscher (2.5.12) mit
einem steilen Gradienten in kleinen Fraktionen (1-2 ml) eluiert, diese wurden ggf. {iber Nacht
gegen geeigneten Puffer dialysiert. Alternativ. wurden Amicon Ultra Zentrifugen-

konzentratoren mit 10-50 kD MWCO verwendet.
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4.5.8 Limitierte Proteolyse

Die limitierte Proteolyse kann durch unterschiedliche Zuginglichkeit von protease-
spezifischen Spaltstellen zur Identifikation von Faltungs- und Multimerisierungsintermediaten
herangezogen werden (Zettlmeissl et al., 1983; Rudolph, 1985). Kristallstrukturdaten zeigen,
dass es in PyVP1 Pentameren wihrend der Assemblierung zu VLPs zu strukturellen

Verdnderungen der termina-

E len Bereiche, besonders der
130 KD - s Spurbelegung
Aminosduren 17-45 im N-
KD M: Marker
72kD - = I: intaktes PyVP1 Terminus und 321-383 im
55 kD - W 2 Co;eﬁamk_el_ r‘;l%tl)_TtrpySin C-Terminus kommt (Stehle
- und Trypsininhibitor
e 3: gereinigter Corepartikel und Harrison, 1996, 1997;
-
33 kD - pr— Stehle et al., 1994). Dieser
strukturelle Unterschied
24 kD - kann  mittels  limitierter
M 1 2 3 Proteolyse ~ nachgewiesen
werden (Klose, 2009).
Abb. 4.5-1: SDS-PAGE nach limitierter Proteolyse von PyVP1 mit . S
anschlieRender Reinigung des Corepartikels Giber Gelfiltration Obwohl die Primérstruktur

von PyVP1 theoretisch 39
Spaltstellen durch die Proteinase Trypsin zuldsst (Expasy PeptideCutter), sind in VLPs
organisierte Pentamere vollkommen vor proteolytischer Aktivitit geschiitzt. Die terminalen
Bereiche freier Pentamere hingegen sind fiir Trypsin zuginglich und werden degradiert.

Der durch limitierte Proteolyse von pentamerem PyVP1 entstandene Corepartikel ist in
Losung recht stabil und nicht mehr assemblierungskompetent. Er liefert in der SDS-Page eine
distinkte Bande bei 35 kD und kann somit von vollstindigem PyVP1 unterschieden werden
(Abb. 4.5-1). Das Fehlen des N-Terminus fiihrt zudem zum Verlust der N-terminalen
Nukleinsdurebindestelle (Moreland et al., 1991; Chang et al., 1993).

Fiir die limitierte Proteolyse wurde Trypsin im Verhéltnis von 1:1 (w/w) zu PyVP1 eingesetzt
und bei pH 7,4 fiir 5 min bei RT inkubiert. Die Proteolyse wurde durch Zugabe von
Trypsininhibitor in fiinffachem Masseiiberschuss gegeniiber Trypsin gestoppt und die Ansétze
fiir die SDS-Page vorbereitet. Fiir BIAcore-Experimente wurde Trypsin in 10fachem
Masseunterschuss gegeniiber PyVP1 eingesetzt und die Reaktionszeit auf zwei Stunden
erhoht. Die Core-Partikel wurden anschlieBend iiber eine Gelfiltration Supedex 200 prepgrade
16/60 in Dissemblierungspuffer von Trypsin und Trypsininhibitor getrennt und in Laufpuffer

verdinnt.
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Puffer und Lésungen
Niedrigsalz-Standardpuffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; pH 7,4);

Dissemblierungspuffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 20 mM DTT; 10
mM EDTA; pH 7.,4)

4.5.9 Quantifizierung von Radioaktivitat mittels Szintillation

Fiir die Messung der Energie und Intensitdt ionisierender Strahlung werden Geiger-Miiller-
Zidhlrohre und Szintillationszéhler genutzt. Der Vorgang der Szintillation ist eine Form der
Lumnineszenz, bei der die radioaktive Substanz einen Szintillator durch ionisierende
Strahlung oder energiereiche Teilchen anregt und die aufgenommene Energie als Lichtblitz
emittiert wird. Das abgestrahlte Licht wird mit einem Fotomultiplier verstirkt und als
Stromimpuls gemessen.

Fiir die Szintillationsmessungen wurde die mit [y]32P radioaktiv gelabelte RNA entweder
direkt in Losung oder auf Filterpapier getrocknet in ein Szintillationsréhrchen iiberfiihrt und
mit 2 ml Szintillationsfliissigkeit LumaSave Plus versetzt. Die Proben wurden kurz gevortext

und anschliefend sofort in dem Liquid Scintillation Analyser Tri Carb 2100TR vermessen.

4.5.10 Chromatographie

Praparative und analytische Gelfiltration

Die GroBenausschlusschromatographie (SEC) bedient sich oberfldcheninerter Materialien mit
definierter Porengrofle, wodurch Molekiile anhand ihrer Grof3e von einander getrennt werden.
Diese Tatsache wurde bei der Reinigung und Analyse von VP1 zB. nach der
Ammoniumsulfat-Féallung genutzt, um Aggregate und andere Proteine von den Pentameren,
bzw. nicht assemblierte Pentamere von Capsiden zu trennen. Es wurde ein Probenvolumen
von maximal 5 % des Saulenvolumens (CV) pro Lauf auf eine mit 1,5 CV &dquilibrierte
HiLoad 16/60 Superdex200 prep grade bzw. Superdex200 HR 10/30 aufgetragen und
isokratisch separiert. Die priparative Sdule wurde mit 1 ml/min an der AKTApurifier 100
betrieben und der Durchlauf mit dem Fraktionskollektor Frac-900 (GE Healthcare)
gesammelt, die analytische Sdule wurde an einer Gyncotech HPLC-Anlage mit 0.5 ml/min

betrieben.
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Praparative lonenaustauschchromatographie

Das Prinzip eines lonentauschers beruht auf der Wechselwirkung der Proteinoberfliche mit
geladenen Gruppen auf dem Sdulenmaterial. Je nach Ladung der Sdule werden positive oder
negative lonen bei schwacher lonenstirke gebunden und bei hoher lonenstirke eluiert.
Entscheidend fiir die Oberflacheneigenschaften des Proteins ist der pH-Wert des Puffers. Bei
einem pH-Wert unterhalb des isoelektrischen Punktes (pl) des Proteins, liegt dieses protoniert
vor und bindet an eine negativ geladene, also an eine Kationen tauschende, Matrix. Ist der
pH-Wert hoher als der pl, ist die Nettoladung negativ und das Protein bindet an eine Anionen
tauschende Séule. Der isoelektrische Punkt von PyVP1 liegt bei 6,1. Mit einem sauren Puffer,
z.B. Citrat oder Acetat bei pH 5,5, kann man VPI an einen Kationentauscher binden.
PyVP1-EgC hat durch die Insertion der acht Glutamate eine wesentlich saurere Oberfléche
und kann bereits bei physiologischem pH {iber eine anionentauschende Matrix gereinigt

werden.

lonentauscher Matrices fir PyVP1, PyVP1-Z und PyVP1-EsC

Protein Matrix Saulen- Auftrags- und Elutionspuffer
volumen
PyVP1 Poros HS20 1,66 ml Auftragspuffer Al: 50 mM Natriumcitrat pH 5,5

5% (v/v) Glycerin; 2 mM CaCl,; (2 mM DTT)
Elutionspuffer E1: wie A1 mit 2 M NaCl

PyVP1-Z SP- 25 ml Auftragspuffer A2: 20 mM Natriumacetat pH 5,5
Sepharose 5 % (v/v) Glycerin; 2 mM EDTA; (2 mM DTT)

Elutionspuffer E2: wie A2 mit 2 M NaCl

PyVP1-EsC  Poros HQ20 1,66 ml Auftragspuffer A3: 50 mM Tris pH 74
5 % (v/v) Glycerin; 2 mM CaCl,; (2 mM DTT)

Elutionspuffer E3: wie A3 mit 2 M NaCl

Tabelle 4.5-2: Verwendete Sdulenmatrices, Sdulenvolumina und Pufferbedingungen fiir lonenaustausch-
chromatographie. DTT wurde nur bei der Préparation der pentamerem PyVP1-Varianten eingesetzt.

Die PyVP1-Varianten wurden in ihrem jeweiligen Auftragspuffer (IEX A) verdiinnt und auf
die entsprechende Sdule (Tab. 4.5-2) aufgetragen. Die Poros-Sdulen wurden mit 3-4 ml/min
betrieben, die SP-Sepharose mit 1 ml/min. Durch einen linearen Gradienten von 0 bis 2 M

NaCl im jeweiligen Elutioinspuffer (IEX B) iiber zehn bzw. zwanzig Sdulenvolumen kénnen
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PyVP1 und VP1-EgC bei 800 mM NaCl, VP1-Z bei 1 M NaCl von der jeweiligen Matrix
eluiert werden. Die Elution wurde spektroskopisch bei 220 nm, 280 nm und 320 nm verfolgt.
Die chromatographischen Schritte wurden an einem Akta-FPLC-System mit UV-

Detektionseinheit und Fraktionskollektor Frac-900 mit der Steuerungssoftware Unicorn

durchgefiihrt.

Analytische Anionenaustauschchromatographie mit gemischten VLPs

Fiir die analytische Chromatographie gemischer VLPs wurde mit einer PorosHQ20-Matrix
mit 1,66 ml Sdulenvolumen an einer HPLC (Gynkotech, Systemsoftware Chromeleon) mit
Absorptions- und Fluoreszenzdetektor gearbeitet. Die Elution wurde bei 220 nm, 280 nm, 320
nm im Absorptionsmodus und bei Aex 295 nm und Aem 340 nm verfolgt. Die Auftrags- und
Elutionspuffer sind im vorigen Absatz aufgefiihrt. Der Elutionsgradient bei einer Fussrate von

2 ml/min ist in Tabelle 4.5-3 aufgefiihrt.

Zeit Elutionspuffer E3
0 min 0% E3
5 min 0% E3
45 min 80 % E3
50 min 100 % E3

Tabelle 4.5-3: Elutionsgradient fiir analytische Anionenaustauschchromatographie gemischter PyVLPs

4.5.11 Lichtstreuung

Partikel unterschiedlicher Grofe streuen Licht unterschiedlich stark. Bei VP1 besteht vor und
nach der Assemblierung ein signifikanter Unterschied des Partikeldurchmessers von ca. 40
nm. Nach der Rayleigh-Approximation zeigen kleine Teilchen ein typisch isotropes
Streuverhalten, das heift, sie streuen auftreffendes Licht in alle Richtungen intensitétsgleich.
Die Intensitét des Streulichtes ist dabei nach der Rayleigh-Néaherung proportional zur sechsten
Potenz des Partikeldurchmessers und indirekt proportional zur vierten Potenz der Wellenldnge
des Lichtes. Im Fluoreszenzspektrometer kann die stationdre Lichtstreuung bei 360 nm in
einem Winkel von 90° zum eingestrahlten Licht (Agx und Agy = 360 nm) verfolgt werden

(Geréteeinstellungen: ExSlit 5,0; EmSlit 5,0; PMT-Voltage 400).
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Capside und Pentamere liefern unabhédngig von der initialen Proteinkonzentration ein
unterschiedliches Streulichtsignal, (Jahn, 2002) wodurch sowohl die Dissemblierung als auch

die Assemblierung von VP1 kinetisch verfolgt werden kann.

Fiir die Untersuchung der Dissemblierung wurden Capside in NS-Ca-Standardpuffer in einem
Volumen > 1200 pl in einer rithrbaren Fluoreszenzkiivette mit 5-20 mM DTT und 2.5-10 mM
EDTA versetzt und die Abnahme des Streusignals iiber die Zeit beobachtet. Fiir die
Untersuchung der Assemblierung wurden Pentamere in Niedrigsalz-Standard-Puffer mit 1/3
Volumen dreifach konzentriertem Assemblierungspuffer auf 0,6 mg/ml verdiinnt und bei

25°C in der temperierten Messzelle inkubiert.

Puffer und Losungen
Niedrigsalz-Standardpuffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; pH 7,4), 3x

Sorbitol-Assemblierungspuffer (75 % (w/v) Sorbitol; 50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v)
Glycerin; 6 mM CaCl,; 13,5 mM GSSG; 4,5 mM GSH; pH 7,4)

4.5.12 Oberflachenplasmonresonanz (SPR)

Biosensoren auf Basis der SPR-

gold layer
Technologie detektieren Licht nach e

dessen Totalreflexion an einer diinnen

Metallschicht, die sich an einer Grenz-

fliche zwischen einem Prisma und

einer fliissigen Phase befindet (Abb.

4.5-2). Die Resonanzbedingung hingt o
Abb. 4.5-2: SPR-Detektion in einem BlAcore-System.

vom Brechungsindex der fliissigen
Phase bzw. des Mediums in der Nihe
der Metallschicht ab. Der Brechungs-

index dieses Mediums é&ndert sich,

Polarisiertes Licht wird nach Totalreflektion detektiert.
Das Messsignal hiangt von der Dichte des Mediums iiber
der Goldschicht an der Grenzfliche zwischen Prisma und

Flusszelle ab.

(nach http://www.mpi-dortmund.mpg.de/deutsch/ abteilungen/abt1/
methoden/methoden.php3)

wenn z.B. Makromolekiile auf der
Oberfldche des Sensors binden.

Wihrend der Messung passiert ein Facher polarisierten Lichtes das Prisma und wird an der
Grenzfliche zur fliissigen Phase unter der Bedingung der Totalreflektion fokussiert. Eine
abklingende Welle dringt in die fliissige Phase ein. Da das Prisma mit einer diinnen

Goldschicht iiberzogen ist, absorbieren die freien Elektronen der Goldschicht bei einem
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bestimmten Winkel Energie aus dieser Welle und es kommt in Abhédngigkeit vom
Brechungsindex der fliissigen Phase zur messbaren Verschiebung des Resonanzwinkels.

Die Goldschicht kann z.B. mit einer Carboxydextran-Matrix modifiziert werden, auf der
Liganden mittels chemischer Methoden fixiert werden konnen. Ein Analyt, der in die
wissrige Phase gegeben wird, kann mit diesen Molekiilen interagieren und sich so in der
Matrix anreichern, was eine Anderung des Brechungsindexes und somit des Resonanzwinkels
bewirkt.

In dieser Arbeit wurden Nukleinsduren verschiedener Lange als immobilisierte Liganden auf
Streptavidin beschichteten SPR-Chips verwendet. Die Nukleinsduren wurden mittels PCR (s.
Abschn. 4.4.5) und einem 5°-biotinylierten Primer hergestellt, die immobilisierte RNA wurde
biotinyliert von Qiagen bezogen.

Trotz der hohen Affinitit zwischen Streptavidin und Biotin (Kp=10"" M) fiihrt die
elektrostatische AbstoBung der negativ geladenen Chipoberfliche gegeniiber besonders den
langeren DNA-Fragmenten zu einer geringen Beladungsdichte auf dem Chip, weshalb die
Kopplung der 5‘-biotinylierten Nukleinsduren unter sauren Bedingungen (20 mM Citrat pH 3)
in Gegenwart von 0,5 M NaCl bei einem Fluss von 5 pl/min erfolgte. RNA wurde in 50 mM
Trispuffer mit 0,5 M NaCl ebenfalls bei 5 pl/min immobilisiert.

Zur Untersuchung der DNA/RNA-Protein-Wechselwirkung wurden PyVP1 Capside durch
Dialyse gegen Niedrigsalz-Standardpuffer mit 10 mM DTT und 2 mM EDTA dissembliert.
Um pufferbedingte Peaks und Artefakte zu minimieren, diente der Dialysepuffer nach
Sterilfiltration und erneutem Entgasen als Laufpuffer fiir die SPR-Messungen. Die SPR-Chips
wurden nach jedem Bindungszyklus durch eine 20 sekiindige Injektion von 50 mM NaOH,
1 M NaCl regeneriert. Die Flussrate wihrend der Bindungsexperimente betrug 10 bis

30 ul/min.

Puffer und Lésungen
Immobilisierungspuffer DNA (20 mM Citrat, 0,5 M NaCl, pH 3.2); Immobilisirungspuffer

RNA (50 mM Tris; 0,5 M NaCl; pH 7,4); Laufpuffer fiir Bindungsanalytik (Niedrigsalz-
Standardpuffer: 50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; pH 7,4); Regenerations-
16sung (50 mM NaOH, 1 M NaCl).

4.5.13 Analytische Ultrazentrifugation

Molekiile sedimentieren durch Zentrifugation in definierten fliissigen Medien bei konstanter

Viskositdt in Abhdngigkeit ihres hydrodynamischen Radius und ihres Molekulargewichts.
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Anhand dieser Parameter lassen sich Aggregate von homogenen Spezies hohermolekularer
Molekiile wie PyVLPs oder Pentamere separieren.

Sedimentationsgeschwindigkeitsldufe der PyVP1-Pentamere und PyVLPs wurden in einer
Optima XL-A analytischen Ultrazentrifuge (Beckmann) durchgefiihrt. In Doppelsektorzellen
wurden Pentamere bei Umdrehungsgeschwindigkeiten von 30 000 rpm und PyVLPs bei
10 000 rpm in einem AnS50Ti-Rotor bei 20°C zentrifugiert. Die Analyse der Proben erfolgte
bei 230 nm, 260 nm oder 280 nm, als Nullabgleich diente Dialysepuffer der Proben.

Alle Ultrazentrifugations-Messungen wurden von Dr. habil. Hauke Lilie durchgefiihrt.

4.6 Mikroskopische Methoden

4.6.1 Elektronenmikroskopie

In einem Transmissionselektronenmikroskop konnen Partikel bis 0,05 nm GroBe optisch
aufgelost werden. PyVP1-Pentamere haben einen Durchmesser von etwa 7 nm, Capside von
etwa 45-50 nm.

Die Proteinproben wurden auf Kohle/ Formvar beschichteten Kupfernetzen (Grid) fixiert und
mit Uranylacetat negativ kontrastiert. Zur Aktivierung der Oberfliche wurde das Grid fiir
1 min auf einen Tropfen Bacitracin-Losung gelegt, griindlich mit Filterpapier getrocknet und
fiir 3 min auf einem Tropfen der Probe inkubiert. Nach kurzem Waschen in Wasser wurde es
getrocknet und fiir 15 Sekunden auf einem Tropfen Uranylacetat- bzw. Wolframatlosung
gefarbt. Nach dem Trocken wurde das Grid bei RT bis zur Betrachtung gelagert.

Die Einstellungen an dem Transmissions-Elektronenmikroskop nahm Dr. Gerd Hause

(Biozentrum Halle) vor.

Puffer und Lésungen

Bacitracin-Losung (0,1 mg/ml Bacitracin); Uranylacetat-Losung (1,2 % (w/v) Uranylacetat

bzw. Wolframat in H,O)

4.6.2 Fluoreszenzmikroskopie

Zur Visualisierung von Fluoreszenzmarkierungen in oder an Zellen muss ein
Durchlichtmikroskop mit entsprechenden Farbfiltern ausgestattet sein. DAPI, FITC und
TRITC-Filter ermoglichen die Betrachtung der Objekte durch Anregung mit den spezifischen

Wellenléngen.
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Zur Praparation von fluoreszenzmarkierten Zellen wurden diese auf Deckgldschen kultiviert
und mit der Probe inkubiert oder zuvor transfiziert. Nach griindlichem Waschen in PBS
wurden die Zellen mindestens zwei Stunden mit Paraformaldehyd fixiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurde das Deckglidschen in einen Tropfen Mounting-Lésung auf einen
Objektrager gelegt und mit Nagellack versiegelt. Die Zellen wurden bei 200 bis 630-facher
VergroBerung im Fluoreszenzmikroskop Axiovert 100M betrachtet.

Puffer und Lésungen
PBS; 3 % Paraformaldehyd in PBS; Mounting Losung (25 % (v/v) Glycerin; 10 % (w/v)

Mowiol 4-88; 100 mM Tris; 0,6 % (w/v) 1,4-diazabicyclo-[2.2.2]octane (DABCO); pH 8.5)
4.7 Proteinreinigung und Kopplung

4.7.1 Reinigung von PyVP1

Zur Reinigung von wtVP1 wurden 100 g Zellen (Feuchtmasse) aus einer Fermentation
(s. Abschn. 4.3.4) in 800 ml Pentamerpuffer mit einem Ultraturrax resuspendiert. Der
Zellaufschluss erfolgte in Gegenwart von 7 U/ml Benzonase und vier Tabletten Protease
Inhibitor durch Hochdruckdispersion in einem Gaulin-Homogenisator bei ca. 650 bar in drei
Passagen zu je 45 Sekunden. Um eine starke Erwdrmung zu vermeiden, wurde der Ansatz
zwischen den Passagen auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurde der pH-Wert auf 7,4 korrigiert,
frisches DTT zugegeben, die MgCl,-Konzentration auf 15 mM eingestellt und der Ansatz 45
Minuten bei RT inkubiert, um den vollstdndigen Abbau von Nukleinsduren durch Benzonase
zu gewihrleisten. Nach Einstellen einer Endkonzentration von 20 mM EDTA wurde der
Ansatz 1 h bei 16000 rpm zur Abtrennung des unldslichen Zelldetritus zentrifugiert (ca.
38000 g) und der Uberstand einer fraktionierten Ammoniumsulfatfillung unterzogen. PyVP1
prézipitiert zwischen 20 und 25 % Sattigung an Ammoniumsulfat. Nach den Fallungsschritten
wurde je eine Stunde bei 16 000 rpm zentrifugiert.

Das Pellet der zweiten Fillung wurde in 300 ml Pentamerpuffer mit 8 mM DTT und zwei
Tabletten Protease Inhibitor resuspendiert und iiber Nacht gegen den gleichen Puffer
dialysiert. Nach erneuter Inkubation mit Benzonase wurde die Probe fiir 30 min bei
30 000 rpm zentrifugiert, um grofere Aggregate zu entfernen und durch Crosstflow-
Membranfiltration an einer ViVaFlow 50 Einheit mit 100 kDa MWCO auf 60 ml
aufkonzentriert. AnschlieBend wurde eine Gelfiltration (s. Abschn. 4.5.10) durchgefiihrt, um

DNA/Protein Aggregate abzutrennen. Die Pentamer-enthaltenden Fraktionen (Ve= 58 ml)
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wurden vereinigt, mittels Cross-Flow-Filtration auf 1 mg/ml aufkonzentriert und fiir zwei
Tage gegen Assemblierungspuffer bei 25°C dialysiert.

Die PyVLPs wurden iiber eine Gelfiltrationssdule Superdex 200 16/60 prep grade von nicht
assemblierten Pentameren und dhnlich groflen Proteinen, sowie GSSG und GSH getrennt.
Capsid-enthaltende Fraktionen (Vg = 42ml) wurden vereinigt.

Um restliche Verunreinigungen z.B. DNA-Fragmente oder Benzonase abzutrennen, wurden
die PyVLPs 1:5 in Puffer A fiir die lonenaustauschchromatographie verdiinnt und iiber einen
Kationentauscher (Poros HS 20, V = 1,66 ml) gereinigt (s. Tabelle 4.5-2). Die erhaltenen
Fraktionen wurden iiber Nacht gegen Niedrigsalz-Capsidpuffer dialysiert und bis zur weiteren
Verwendung bei -80°C gelagert.

Die Reinigungsschritte wurden mit 12 %iger SDS-PAGE nach Coomassiefarbung (Fairbanks
et al., 1971) analysiert. Aus 100 g Zellen wurden etwa 60 mg PyVP1 erhalten.

Alle Arbeitsschritte wurden im Kiihlraum durchgefiihrt oder das Protein wurde auf Eis

gekiihlt. Lediglich die Assemblierung erfolgte bei 25 °C.

Puffer und Lésungen
Pentamerpuffer (50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 2 mM EDTA; 4 mM DTT;

pH 7,4); Capsidpuffer (0,4 M [NH4],SO,; 50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 1
mM CaCl,; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; pH 7,4); IEX A (50 mM Citrat; 5 % (v/v)
Glycerin; 2 mM CaCly; pH 5,5); IEX B (wie IEX A mit 2 M NaCl); Niedrigsalz-Capsidpuffer
(50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 1 mM CaCly; pH 7,4); MgCl-Stammldsung
(0,5 M MgCl,; 50 mM Tris; pH 8); EDTA-Stammldsung (0,5 M EDTA; 50 mM Tris; pH 7,4)

4.7.2 Reinigung von PyVP1-EgC

Die Reinigung von PyVPI-EgC erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von Stubenrauch et
al., (2000). Bis zur zweiten Inkubation mit Benzonase gleicht es der Reinigung von PyVP1,
jedoch in kleineren Volumina. 20 g Zellen aus einer Fermentation wurden in 80 ml
Pentamerpuffer per Hochdruckdispersion aufgeschlossen, mit Benzonase behandelt, mit 20-
28 % Sittigung an Ammoniumsulfat gefillt, in 30 ml Pentamerpuffer resuspendiert und iiber
Nacht gegen den gleichen Puffer dialysiert. Nach der Benzonasebehandlung mit
anschliefender Zentrifugation wurden Aggregate, kleinere Proteine und Nukleinsdure mit
einer Gelfiltraton (Superdex 200 16/60 prep grade) abgereinigt. Die Pentamer enthaltenden
Fraktionen wurden gepoolt und in IEX A-Puffer mittels Anionenaustauschchromatographie

(Poros HQ 20, 1,66 ml) von verunreinigender DNA separiert (Elutionsgradient: 10 CV 20 %
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IEX B, 20 CV 20-80 % IEX B). Die PyVPI-EsC enthaltenden Fraktionen wurden
spektroskopisch auf DNA Kontamination (ODsso) gepriift, vereinigt, iiber die gleiche Saule
mit einem steilen Gradienten (7 CV) aufkonzentriert und erneut per Gelfiltration von
Aggregaten getrennt. Die Pentamere wurden durch zweitdgige Dialyse gegen
Assemblierungspuffer zu Capsiden assembliert und mittels Gelfiltration von nicht
assemblierungskompetenten Pentameren getrennt. PyVP1-EgsC wurde in Capsidpuffer bei -

80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Puffer und Losungen
Pentamerpuffer (50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 2 mM EDTA; 4 mM DTT;

pH 7.4); Assemblierungspuffer (0,75 M [NH4]>SO,; 50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v)
Glycerin; 1 mM CaCl,; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; pH 7,4); IEX A (50 mM Tris; 5 %
(v/v) Glycerin; 2 mM EDTA; 4 mM DTT; pH 7,4), IEX B (wie IEX A + 2 M NaCl);
Capsidpuffer (0,2 M [NH4],SO,; 50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 1 mM
CaCl,); MgCl,-Stammlosung (0,5 M MgCl,; 50 mM Tris; pH 8); EDTA-Stammlésung (0,5 M
EDTA; 50 mM Tris; pH 7,4)

4.7.3 Reinigung von VP1-Z

Die Reinigung von VPI-Z entsprach dem Protokoll wie in Gleiter und Lilie (2001)
beschrieben. Es wurden 20 g Zellen (Feuchtmasse) in 50 ml Pentamerpuffer mit zwei
Tabletten Protease Inhibitor resuspendiert. Nach dem Zellaufschluss durch Hochdruck-
dispersion in einem Gaulin-Homogenisator wurde die Probe mit 50 ml Wasser verdiinnt, der
pH-Wert auf 7,4 korrigiert, die MgCl,-Konzentration auf 4 mM gebracht und mit 25 U/ml
Benzonase fiir 30 Minuten im Kiihlraum inkubiert. AnschlieBend wurde auf 5 mM EDTA
iibertitriert und 40 min bei 20 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 50 ml
Acetatpuffer 1 verdiinnt und der pH auf 5,5 eingestellt, um das Protein nach erneuter
Zentrifugation an eine SP-Sepharose-Saule binden zu konnen (s. Tabelle 4.5-2). VP1-Z wurde
mit einem Gradienten iiber 10 Sdulenvolumen von 0 bis 2 M NaCl bei 1 M NaCl eluiert
(Acetatpuffer 2). Die Pentamer-haltigen Fraktionen wurden vereinigt, der pH-Wert auf 7,4
eingestellt, die Probe mit einer ViVaFlow 50 Einheit auf 12 ml aufkonzentriert und je 6 ml
auf eine Superdex 200 prep grade aufgetragen. Die weitere Reinigung entspricht der von
PyVPI (s. Abschn. 4.7.1). VP1-Z eluiert von der Poros HS 20 bei einem Gradienten von zehn
Séulenvolumen von 0 bis 2 M NaCl bei 1 M NaCl.
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Die Reinigungsschritte wurden mit 12 %iger SDS-PAGE nach Coomassiefarbung (Fairbanks
et al., 1971) analysiert. Aus 20 g Zellen wurden ca. 4 mg VP1-Z erhalten.

Alle Arbeitsschritte wurden im Kiihlraum durchgefiihrt oder das Protein auf Eis gekiihlt.
Lediglich die Assemblierung (s. Abschn. 4.7.4) erfolgte bei 25°C.

Puffer und Lésungen
Pentamerpuffer (50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 1 mM EDTA; 4 mM DTT;

pH 7,4); Acetatpuffer 1 (20 mM Natriumacetat; 5 % (v/v) Glycerin; 2 mM EDTA; 4 mM
DTT; pH 5,5); Acetatpuffer 2 (wie Acetatpuffer 1 mit 2 M NaCl); Capsidpuffer (0,5 M
[NH4]2SO3; 50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 1 mM CaCly; 4,5 mM GSSG;
0,5 mM GSH; pH 7.4); Niedrigsalz-Capsidpuffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v)
Glycerin; 1 mM CaCly; pH 7,4); MgCl,-Stammldsung (0,5 M MgCl,; 50 mM Tris; pH 8);
EDTA-Stammloésung (0,5 M EDTA; 50 mM Tris; pH 7,4)

4.7.4 Assemblierung zu VLPs

Pentameres PyVPI1(-Z, -EgC) kann in Gegenwart von Calciumionen zu VLPs assemblieren
(Salunke et al., 1986). Fiir die Ausbildung von 45-50 nm groflen Capsiden sind weiterhin
stabilisierende Agentien und ein Redox-Shuffling-System im Puffer notwendig. Die
Assemblierung wurde entweder durch Dialyse bei 25°C fiir 48 Stunden gegen Standard-
Assemblierungspuffer oder durch Dialyse bei 25°C fiir 72 Stunden gegen Sorbitol-
Assemblierungspuffer durchgefiihrt.

Eine Assemblierung der PyVP1-Pentamere kann auch durch direkte Zugabe des Assem-
blierungspuffers in die Pentamerprobe erreicht werden. Dazu wurde PyVP1 mit 20 mM DTT
und 10 mM EDTA bei 4°C vorinkubiert und iiber eine PD-10 Entsalzungsséule von DTT und
EDTA befreit, bevor der Puffer zu Assemblierungsbedingungen hin verdndert wurde.

Alle Assemblierungsansitze wurden vor weiteren analytischen Methoden in Niedrigsalz-

Capsidpuffer umgepuffert.

Puffer und Lésungen
Niedrigsalz-Standard-Puffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; pH 7,4),

Niedrigsalz-Capsid-Puffer (50 mM Tris; 100 mM NaCl; 1m M CaCl,, 5 % (v/v) Glycerin; pH
7,4), Standard-Assemblierungspuffer (0,4 M [NH4],SO,; 50 mM Tris; 200 mM NaCl; 5 %
(v/v) Glycerin; 1 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; pH 7.4), Sorbitol-
Assemblierungspuffer (25 % (w/v) Sorbitol; 50 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin;
2 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; pH 7,4)
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4.7.5 Kovalente Kopplung von Proteinen auf die Oberflache von PyVP1-VLPs

mittels polyionischer Sequenzen

Fiir die Dekoration der Oberfldche von PyVP1 haben Stubenrauch et al. (2000) polyionische
Sequenzen in den HI-Loop von PyVpl inseriert (PyVPI-EgC). Nach dem Prinzip der
gerichteten und kovalenten Assoziation durch polyionische Fusionspeptide (Richter et al.,
2001) konnen Molekiille mit entgegengesetzter Ladung unter geeigneten oxidativen
Reaktionsbedingungen unter Ausbildung einer Disulfidbriicke an die Oberfldche von PyVP1-
EgC gekoppelt werden. Wihrend Stubenrauch und Richter die Ausbildung der Disulfidbriicke
zwischen den polyionischen Fusionspartnern EgC und RgC bzw. K3C durch den Einsatz eines
Redoxpaares aus reduziertem und oxidiertem Glutathion induzierten, leitete Giinther die
Konjugation von PyVP1-EgC mit dem jeweiligen Kopplungspartner durch kupferkatalysierte
luftsauerstoffvermittelte Oxidation ein (Giinther, 2005).

Fiir die Kopplung des Antikorperfragmentes dsFvB3-RgC auf VLPs aus PyVP1-EgC wurde
dieses zunidchst gegen Kopplungspuffer dialysiert. dsFvB3-RsC wurde in dem selben
Puffersystem mit 1 mM GSH bei pH 8,0 fiir eine Stunde bei RT vorreduziert, um das Cystein
im polyionischen tag fiir die Ausbildung einer intermolekularen Disulfidbriicke in eine
reaktive Thiolgruppe zu tiberfiihren. Restliches Glutathion wurde mittels eines PD-10
Séulchens abgetrennt.

Die VLPs wurden in 25 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,4 mit einer auf das
Monomer bezogenen Konzentration von 5 uM mit verschiedenen Mengen des reduzierten
Kopplungspartners versetzt und die oxidative Kopplung durch 1 pM CuCl; initiiert. Der
Ansatz wurde bei 10°C fiir 20 h unter leichtem Schiitteln inkubiert und die Kopplungs-
ausbeute mittels nicht-reduzierender SDS-PAGE nach Silberfarbung analysiert.

Puffer und Lésungen
Kopplungspuffer (25 mM Natriumphosphat, 150 mM NaCl, pH 7,4), Vorreduzierungspuffer

(25 mM Natriumphosphat, 150 mm NaCl, 1 mM GSH; pH 8,0)

4.8 Zellkultur

4.8.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Fiir Transfektions- und Silecingexperimente wurden die humanen Zelllinien MCF 7

(Mammacarcinom, ATCC-Nr. HTB-22) und HT 29 (Coloncarcinom, ATCC-Nr. HTB-38)
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gewihlt, bzw. die stabile Zellline d2EGFP-MCF7 hergestellt. Die Zellen wurden in 25 cm®
Kulturschalen in RPMI (MCF 7), DMEM (HT 29) und RPMI** (d2EGFP-MCF 7) in einem
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; bei 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Sie wurden bei
~90 %iger Konfluenz passagiert. Hierzu wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
2.5 Minuten mit Trypsin-EDTA bei 37°C inkubiert. Die Trypsinierungslosung wurde entfernt,
die Kulturschale wurde einmal heftig aufgeschlagen und die Zellen in frischem Medium
resuspendiert. 0,2 bis 1 ml der Zellsuspension wurde in eine frische Kulturschale mit 5 ml
Medium tiiberfiihrt. Die Zellen wurden von der 3. bis 19. Passage fiir Experimente eingesetzt.

Fiir Transfektionen wurden die Zellen mit 30-70 %iger Konfluenz in Muliwellplatten
kultiviert, zweimal mit kaltem PBS gewaschen und mit serumhaltigen oder serumfreien
Medium bedeckt. Die Probe wurde langsam zugetropft und die Kulturschale mehrfach
geschwenkt. Nach zwei- oder mehrstiindiger Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen
zwel bis dreimal mit PBS gewaschen und fiir die Fluoreszenzmikroskopie (s. Abschn. 4.6.2),

FACS (s. Abschn. 4.8.5) oder Scintillation (s. Abschn. 4.5.9) vorbereitet.

Puffer und Losungen
DMEM* (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; 10 % FBS; 0,5 % Gentamicin); RPMI* (10 %

FBS; 0,5 % Gentamicin; 0,1 % GlutaMAX-I); RPMI** (wie RPMI* mit 0,8 mg/ml
Geneticin) PBS-Puffer; TE-Losung (1 x Trypsin-EDTA)

4.8.2 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen

Zur Priparation von Kryokulturen wurden Zellen einer 25 cm®-Schalde bei einer Konfluenz
von 50-70 % mit PBS gewaschen und trypsiniert. Das Trypsin-EDTA wurde entfernt und die
Zellen in 5 ml Freezing-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 1 ml Aliquots in
Kryorohrchen tiberfiihrt und diese in einem 50 ml Reaktionsrohrchen luftdicht verschlossen.
Das 50 ml Réhrchen wurde in 400 ml Isopropanol getaucht und in einer Styroporbox flir zwei
Tage bei — 80°C heruntergekiihlt. Die Kryokulturrohrchen wurden dauerhaft in der Gasphase
iiber Stickstoff bei — 196°C gelagert.

Zur Rekultivierung wurde ein Kryordhrchen in einem auf 37°C temperierten Wasserbad
geschwenkt bis der Inhalt fast ganz aufgetaut war. Unter der Laminar-Flowbox wurde die
Zellsuspension ziigig in angewdrmten Kulturmedium verdiinnt. Nach ein bis zwei Tagen
wurde zum Entfernen des DMSO das Kulturmedium erneuert.

Reaktivierte Zellen wurden routinemdfig nach der zweiten Passage einem PCR-basierten

Mykoplasmentest unterzogen und nur bei negativem Befund weiter verwendet.
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Medien und LAsungen
Trypsin-EDTA; PBS; DMEM#*-Freeze (5 % (v/v) DMSO; Dulbecco’s Modified Eagle

Medium; 10 % FBS; 0,5 % Gentamicin); RPMI* Freeze-Medium (10 % (v/v) DMSO; 10 %
FBS; 0,5 % Gentamicin; 0,1 % GlutaMAX-I); PBS-Puffer; TE-Losung (1 x Trypsin-EDTA)

4.8.3 Transfektion adherenter Zellen mittels Lipofektion

Fiir die Transfektion von DNA und RNA wurde die Methode der Lipofektion verwendet,
wobei die kommerziellen Reagenzien Effectene und RNAfect (Qiagen), Lipofectamine
(Invitrogen) und FuGENE (Roche) getestet wurden. Dabei erwies sich Effectene sowohl fiir
die Transfektion von Plasmid-DNA als auch fiir Oligonucleotide als praktisch, mit hohen
Transfektionsraten (~ 60 %) reproduzierbar sowie gut vertraglich fiir die Zellen.

24 Stunden vor der Transfektion wurden die Zellen durch Trypsinierung passagiert und so
ausgesdt, dass am Folgetag eine Konfluenz von 30-60 % erreicht wurde. Am Tag der
Transfektion wurden die Zellen mit frischem Medium gewaschen und mit dem Nukleinsdure-
Enhancer-Effectene-Komplex nach Herstellerangaben inkubiert. Nach 6-16 Stunden wurden
die Zellen zwei Mal mit frischem Medium gewaschen und bis zur Analyse weiter kultiviert.
Fiir Silencing-Experimente mit Oligonukleotiden wurden 25 000 Zellen in 48 well-Platten
ausgesdht und nach 24 Stunden mit je 60 pmol DNAzym oder siRNA durch Effectene
transfiziert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen trypsiniert und fiir FACS-Analysen
vorbereitet (s. Abschn. 4.8.5).

4.8.4 Selektion stabil transfizierter Zellen

Das Plasmid pd2EGFP-N1, das zur stabilen Transfektion von MCF7-Zellen verwendet wurde,
tragt neben dem Gen flir destabilisiertes EGFP auch das Neo'-Gen, wodurch positive
Tranfektanten gegen das Aminoglycosid-Antibiotikum Geneticin (G418) resistent sind.
Geneticin blockiert in Eurkaryonten die Proteinbiosynthese durch Bindung an das 80 S
Ribosom. Die Neomycin-Geneticin-Resistenz ~ vermittelnden Gene codieren fiir

Aminoglycosid-Phosphotransferasen, welche Geneticin durch Phosphorylierung inaktivieren.
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Abb. 4.8-1: Schematische Darstellung der FACS-Technologie.

(A) Der Probenpool wird mit Hilfe des Sheath-Fliissigkeitsstroms durch eine diinne Kapillare geleitet und die
Zellen mittels Laser und Detektor klassifiziert.

(B) Am Kaniilenende bilden sich durch hydrodynamische Fokussierung feine Tropfen, die elektrisch geladen

werden. Die Sortierung erfolg mittels geladener Oberfldchen direkt im Fliissigkeitsstrom
(Quellen der Abbildungen: (A) http://biology.berkeley.edu/crl/flow_cytometry basic.html und
(B) http://www.bio.davidson.edu/COURSES/GENOMICS/method/FACS .html).

Fiir die Selektion stabil mit dem Plasmid transfizierter Zellen wurden die Zellen 48 Stunden
nach der Transfektion passagiert und dem Medium das Selektionsantibiotikum Geneticin
(G418) mit 0,2 g/l bis 1,2 g/l zugesetzt. Bei Konzentrationen tiber 0,9 g/l Geneticin sank die
Vitaltidt aller Zellen drastisch, wéhrend niedrige Konzentrationen (<0,7 g/l) zu keiner
Selektion der GFP-exprimierenden Zellen fiihrten, da hier auch sehr viele nicht-exprimierende
Zellen iiberlebten. Fiir die Kultivierung unter stindigem Selektionsdruck wurde Geneticin

daher mit 0,8 g/l im Kulturmedium RPMI** eingesetzt.

4.8.5 FACS Analytik

Die Abkiirzung FACS steht fiir Fluorescence Activated Cell Sorting und ist ein geschiitzter
Handelsname von Becton Dickinson, wird inzwischen jedoch iiblicher Weise fiir jegliche

fluoreszenzunterstiitzte Durchflusszytometrie auch ohne Sortiervorgang verwendet. Diese
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Methode ist fiir die Untersuchung und Sortierung von Partikeln im GroBenbereich von
0,2-150 pm anhand ihrer Lichtstreuungs- und Fluoreszenzeigenschaften und somit

insbesondere von pro- und eukaryontischen Zellen geeignet.

Die Zellen werden dabei einzeln durch einen diinnen Kanal gesaugt und wihrend der Passage
optisch angeregt, die Detektion erfolgt in stumpfen bzw. 90° Winkel. Die Vorwirts- (FSC)
und Seitwértslichtstreuung (SSC) geben Aufschluss tiber Grofle und Granularitit der Probe.
Die Amplitude der Lichtsignale der Fluoreszenz wird mit Photodetektoren in elektrische
Signale gewandelt und gilt als MaB fiir die Fluoreszenz der Partikel. Durch Markierung von
Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen z.B. nach Farbung von Zellkompartimenten oder der DNA,
Bindung fluoreszenzmarkierter Antikdrper oder Expression fluoreszierender Proteine, konnen
die Zellen mittels ihrer unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften detektiert werden
(Schematische Darstellung Abb. 4.8-1).

Bei der mehrerer Chromophore konnen die Zellen anhand der Emissionswellenldngen der
verwendeten Farbstoffe zusitzlich nach weiteren Kriterien differenziert werden, sofern die
Emissionsspektren der verwendeten Farbstoffe nicht stark iiberlappen. Das verwendete
FACSCalibur bot die Moglichkeit mit bis zu drei Kanélen drei Emissionswellenldngen zu
detektieren. FL1 detektiert von 515-545 nm (FITC, GFP, Cy3). FL2 detektiert von 561-606
nm und FL3 Licht mit tiber 670 nm (Propidiumiodid, TexasRed, Cy5). Die Anregung erfolgte
tiber einen Argon-Laser bei 488 nm. Diese Wellenldnge entspricht nicht immer dem
Anregungsmaximum der verwendeten Farbstoffe, so dass die geringere Fluoreszenz durch

Verstiarkung des detektierten Signals kompensiert werden muss.

Vorbereitung der Proben

Zur Analytik GFP-exprimierender Zellen wurden diese kurz vor der Messung mit PBS
gewaschen, mit farbstofffreiem Trypsin-EDTA vom Zellkulturboden gelost und in phenolrot-
freiem Medium resuspendiert und zur Messung im FACS bei der Flussrate HiRun vermessen.
Die GFP-Fluoreszenz wurde mit FLL1 detektiert.

Zur Analytik der Zellvitalitdit mit Propidiumiodid wurden die trypsinierten Zellen mit
0,5 pg/ml Propidiumiodidlosung in PBS resuspendiert und im Dunkeln fiir 10 min auf Eis
inkubiert, bevor die Probe im FACS bei der Flussrate HiRun vermessen wurde. Die
Propidiumiodidfluoreszenz wurde mit FL3 detektiert.

Bei der Herstellung einer stabil transfizierten Zelllinie wurden die Zellen aus zwei 75 cm®
Kulturschalen trypsiniert und in 4 ml PBS resuspendiert und fiir den Sortiervorgang im FACS

mit der Einstellung ,,recovery* eingesetzt und in BSA-beschichteten 50 ml-Reaktionsgefdflen
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aufgefangen, durch Zentrifugation bei 2000 g konzentriert und zunichst in einer 25 cm?’-
Kulturschale unter Selektionsdruck kultiviert. Sobald zwei 75 cm® GefiBe mit 80 %iger
Konfluenz bewachsen waren wurden die Zellen vier weitere Male mit der Einstellung
»exclusion® im FACS sortiert und nach dem letzten Sortierzyklus als Kryokultur konserviert
(s. Abschn. 4.8.2). Das FACS wurde vor jedem Sortierzyklus griindlich mit sterilem PBS
gespiilt und statt FACSflow wurde steriles PBS als Sheath-Fluid verwendet.
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Ergebnisse

5 Herstellung und Reinigung verschiedener
PyVP1-Varianten

5.1 Fed-Batch Fermentation von PyVP1

Zur Produktion rekombinanter Proteine in Bakterienzellen ist die Hochzelldichte-
Fermentation im Fed-Batch-Verfahren das Kultivierungsverfahren der Wahl. Gegeniiber der
Kultivierung im Schiittelkolben mit einer erreichbaren Zelldichte von ODggy = 5 bis 6, sind in
einem sauerstoffdurchstromten geriihrten Fermenter Zelldichten von ODgg > 100 moglich.
Fiir die Produktion von PyVP1 wurde zunichst der Expressionsstamm EcoB mit dem Plasmid
pALVPITAC transformiert, die Expression des Plasmids in kleinem Malstab getestet und ein
geeigneter Klon ausgewéhlt.

Die Fermentation wurde in einem 101 Biostat ED Bioreaktor durch Inokulation einer
Vorkultur bei einer anfianglichen OD von ODgyp = 0,45 gestartet, das Kulturvolumen betrug
7 1. Bei einer ODgop = 25 (nach 5 h) wurde das Feeding gestartet. Dabei wurde eine maximale
Feedingrate gewdhlt, bei der im Reaktor noch Sauerstoffsittigung gewéhrleistet war. Bis zur
Induktion der Proteinexpression wurden die Zellen bei 37°C inkubiert, nach Kopetzki et al.
(1989) fiihren jedoch niedrigere Temperaturen zur Erh6hung des Anteils an 19slichem rekom-
binanten Protein, weshalb bei der hier durchgefiihrten Fermentation bei einer ODgy = 75

(nach 8 h) die Kultivierungstem-

peratur auf 30°C gesenkt und die

Proteinexpression erst nach Er-
we -97KkD

we - 66 kD reichen dieser Temperatur durch

die Zugabe von 1mM IPTG
}'.. W w -45kD  gpurbelegung

- 1: Pellet nach Ammoniumsulfat- induziert wurde. Nach weiteren
el
prézipitation der 16slichen ) L

w - 30 kD Zellextraktes; fiinf Stunden erfolgte bei einer

2: Pentamer nach Gelfiltration; _ . .
3: Capsid nach Gelfiltration; ODso0 = 163 die Ernte. Die Aus-
14 kD 4: Capsid nach Iopenaustausch- beute betrug 2 kg Feuchtmasse
chromatographie. ’

1 2 3 4 M . . . .

die bis zur Reinigung des
Abb. 5.1-1: SDS-PAGE einzelner Reinigungsschritte von rekombinanten Proteins PyVP1

PyVP1 nach Expression in E.coli

bei -80°C gelagert wurde.
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Die Reinigung des PyVP1 erfolgte nach der von Stubenrauch et al., (2000) entwickelten und
von Jahn (2002) modifizierten Methode. In Abbildung 5.1-1 sind die Reinigungsstufen
anhand einer SDS-PAGE dargestellt. Die Identitit des gereinigten PyVP1 wurde mittels

N-terminaler Sequenzierung bestatigt.

5.2 Optimierung der Reinigung von PyVP1-EgC

Das etablierte Reinigungsschema fiir PyVP1-EsC (Stubenrauch et. al., 2000) beinhaltet eine
fraktionierte Ammoniumsulfatprézipitation und eine anschlieBende Anionenaustauschchroma-
tographie (AEX) mit abschlieBender Gelfiltrationschromatographie (size exclusion chroma-
tography, SEC). Mit 2-3 mg gereinigten PyVP1-EgC aus 20 g Biomasse (Fed-Batch-Fermen-
tation mit Eco B, pALVPIGlu) ist die Ausbeute dieser Reinigung nicht zufriedenstellend,
zumal die meisten Chargen nach der Reinigung kein reines Protein-Absorptionsspektrum
liefern, sondern eine relativ hohe Absorption bei 260 nm aufweisen, was auf die Verun-
reinigung mit Nukleinsduren schlieBen ldsst (Abb. 3.2-1, rote Kurve). Die Optimierung des
Reinigungsprotokolls hatte demzufolge zwei Ziele: erhohte Ausbeute und verbesserte

Produktqualitét.

Nach der Ammoniumsulfatprézipitation stellte wihrend der Reinigung insbesondere die erste
Ionenaustauschchromatographie (IEX) den limitierenden Schritt dar. Die verwendete
Anionentauscher-Matrix, Poros HQ 20, welche hohe Bindungskapazititen mit guter Trenn-
leistung vereint, konnte aufgrund steigenden Gegendruckes nur bei geringen Flussraten mit
der Proteinlosung beladen werden. Lange Standzeiten in Puffern niedriger Ionenstirke, wie
sie flir den Auftrag bei der IEX nétig sind, filhren bei dem pentameren, mit hoher
Ladungsdichte versehenden PyVP1-EgC allerdings verstirkt zur Aggregation. Ein Matrix-
wechsel zu Q-Sepharose FF bzw. HP (GE Healthcare) 16ste zwar das Beladungsproblem,
zeigte aber signifikant schlechtere Trennleistungen (Daten nicht gezeigt), so dass besonders
DNA nicht hinreichend abgereichert werden konnte.

Um der Aggregatbildung vorzubeugen wurde die urspriingliche Abfolge der chromato-
graphischen Schritte verdndert und eine Gelfiltration (Superdex 200 prep grade 16/60) als
erster Chromatographieschritt nach der Ammoniumsulfatprizipitation eingesetzt. Als Lauf-

puffer diente Pentamerpuffer (s. Abschnitt 4.6.1).

Freie Pentamere eluieren nach ca. 54 ml. Ein Teil des im Ausschlussvolumen enthaltenen

PyVP1-EsC konnte durch erneute Nuklasebehandlung und SEC bei hoheren Salzkonzen-
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Abb. 5.2-1: Optimierte Reinigung von PyVP1-EgC.

(A) Absorptionsspektrum nach der letzten Reinigungsstufe vor (rote Kurve) und nach der Optimierung
(schwarze Kurve).

(B) SDS-PAGE der letzten Prozessstufe und des gereinigten VP1-EgC 1: Marker; 2: Pentamerfraktion nach
erstem Gelfiltrationsschritt; 3: Capsidfraktion nach zweitem Gelfiltrationsschritt.

trationen (500 mM NacCl) ebenfalls als Pentamere eluiert und nach Erniedrigung der Salz-
konzentration durch Verdiinnung dem Prozess wieder zugefiihrt werden.

Nach der SEC diente die nun gut zu beladende AEX mit Poros HQ 20-Matrix der Ab-
reicherung letzter DNA-Verunreinigungen und zur Konzentrierung des Proteins vor der

Assemblierung zu VLPs.

Diese Optimierung des Reinigungsprozesses fiihrte zu einer gut zehnfach héheren Ausbeute,
so dass etwa 35 mg spektroskopisch nukleinsdurefreies PyVP1-EgC aus 20 g Biomasse

gewonnen werden konnten (Abb. 3.2-1 A, schwarze Kurve).
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6 Wechselwirkung von PyVP1 mit Nukleinsauren

Viren sind fiir den Transport von Nukleinsduren optimierte Partikel, deren duere Hiille nicht
nur die Infektiositit vermittelt, sondern auch dem viralen Erbgut Schutz vor Nukleasen bietet.
Polyomaviren haben anders als z.B. RNA- und Adenoviren keine Verpackungssequenz in
ithrer DNA. Stattdessen bindet PyVP1 sequenzunspezifisch an Nukleinsduren. Der
N-Terminus von PyVP1 trigt mit der Sequenz 1-APKRKSGVSK-11 vier positiv geladene
Aminoséuren, von denen die ersten drei fiir die Bindung von Nukleinsduren, sowohl doppel-
als auch an einzelstringiger DNA und RNA, verantwortlich sind (Moreland et al., 1991;
Chang et al., 1993; Slilaty et al., 1982).

Das Bindungsverhalten von intaktem, pentamerem PyVP1 an Nukleinsduren kann in Gelshift-
Assays nachgewiesen werden, da das gebundene Protein das Migrationsverhalten der
Nukleinsduren verdndert. Fiir die Analyse wurden 40 pg PyVP1-Pentamere mit 0,5 ug eines
500 bp-DNA-Fragments fiir 30 min bei RT inkubiert und iiber ein 1,5 %iges Agarosegel
aufgetrennt. PyVP1 fiihrt zu einer deutlichen Retardierung der DNA (Abb. 6-1).

Elektrophoretische Methoden lassen jedoch nur begrenzt Variationen der Milieubedingungen
fiir die Analyse der Wechselwirkung von Proteinen mit Nukleinsduren zu, auch ist die
Quantifizierbarkeit der Interaktion unzureichend. Um die Bindung von PyVP1 an Nuklein-
sduren genauer zu untersuchen, wurden Oberflichenplasmonresonanz-Messungen (SPR,
Surface Plasmon Resonance) durchgefiihrt. Hierfiir wurde etwa 1 fmol einfach-biotinylierte
lineare DNA bzw. RNA als Ligand auf einem Streptavidin-Chip (Sensorchip SA, BIAcore)
immobilisiert und pentameres PyVP1 als Analyt eingesetzt. Die unspezifische Wechsel-
wirkung von pentamerem PyVP1 mit der unbeladenen Chipoberfliche konnte bei pH 7,4 mit

100 mM NaCl vollstindig unterdriickt werden, alle Bindungsstudien fanden mit dem Lauf-

Leiter DNA DNA+VPI1

10 kb E ‘
3kb
—

Abb. 6-1: Gelshift eines 500 bp-Fragmentes durch Bindung von

1kb e s PyVP1-Pentameren. 0,5 pg DNA wurden mit 40 pg PyVPI-
Pentameren in Niedrigsalz-Pentamerpuffer (50 mM Tris/HCI; 5 %

500 bp M ~ (v/v) Glycerin; 100 mM NaCl; 10 mM DTT; 5 mM EDTA; pH 7,4)

30 min inkubiert und iiber ein 1.5 % Agarosegel aufgetrennt (rechte
Spur). Zur Kontrolle DNA ohne PyVP1 (mittlere Spur) und Marker.
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Abbildung 6-2: Oberflachenplasmonresonanz-Signale der Bindung von pentamerem PyVP1 an
immobilisierte DNA. (A) Bindung von intaktem Pentamer (schwarze und rote Kurven) und N-terminal
trunkiertem PyVP1 (blaue Kurve) an DNA. Die Assoziation des Proteins erfolgte tiber 300 Sekunden. Nur
intakte Pentamere konnen an die immobilisierte DNA binden und dissoziieren nach Ende der Injektion von
der Nukleinsdure. Trunkierte Pentamere binden nicht an die DNA.

(B) Analyse der Bindung in Abhéngigkeit von der Proteinkonzentration an dsDNA verschiedener Liange
(23 bp - braun, 100 bp - magenta, 184 bp - griin, 500 bp - rot, 1200 bp - blau). Es wurden die maximal
erhaltenen RU nach Bindung verschiedener Konzentrationen von PyVPl an immobilisierte DNA unter-
schiedlicher Lénge aufgetragen. PyVPI bindet an alle DNA-Fragmente mit einer vergleichbaren halb-
maximalen Séttigung. Laufpuffer: 50 mM Tris pH 7,4 mit 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 10 mM DTT;
5 mM EDTA, Flussgeschwindigkeit 15 pl/min.

puffer 50 mM Tris pH 7,4 mit 100 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin; 10 mM DTT; 5 mM EDTA
bei einem Fluss von 15 pl/min statt. Bei solch niedrigen Flussraten nimmt allerdings die
Stromungsgeschwindigkeit einer laminaren Stromung an der Grenzfldche zwischen Chipober-
fliche und mobiler Phase stark ab, wodurch der Einfluss von Massetransporteffekten bei der
zeitlichen Abhdngigkeit der Bindung verstirkt wird. Die gemessenen Bindungskurven wurden
daher nicht flir kinetische Auswertungen der Bindung verwendet, sondern lediglich zur
Ermittlung der halbmaximalen Séttigung herangezogen. Hierfiir wurde das maximale Bin-
dungssignal nach fiinf Minuten bzw. nach Erreichen eines Plateaus ausgewertet. Das
gemessene Signal in Resonance Units (RU) ist der Masse des gebundenen Analyten propor-
tional, 1000 RU entsprechen dabei etwa 1 ng gebundenem PyVP1.

In Abbildung 6-2 A sind die Bindungskurven von 0,04 und 0,02 mg/ml pentamerem PyVP1
an 500 bp DNA dargestellt. Wihrend der Assoziationsphase wird schnell ein Maximalwert
erreicht. Nach Beendigung der Probeninjektion dissoziiert gebundenes PyVP1 kontinuierlich

von dem DNA-Fragment ab.

Die Entfernung der Termini von PyVP1 durch limitierte Proteolyse fiihrt zum vollstindigen
Verlust der Bindungsfahigkeit des Proteins an die immobilisierten Nukleinsduren (Abb.
6-2 A, blaue Kurve). Die Verdnderung des Resonanzsignals wihrend der Injektion ist

lediglich auf Puffereffekte zurlickzufiihren, weil die Probe nach der limitierten Proteolyse
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nicht in den Laufpuffer dialysiert, sondern nur in diesem verdiinnt wurde. Die durch SPR
gemessene Interaktion von PyVP1 mit Nukleinsduren kann somit ausschlieBlich bei intaktem

N-Terminus nachgewiesen werden.

6.1 Variation der Lange der Nukleinsduren

Die Bindung von PyVP1 an unterschiedlich lange Nukleinséduren (22 bp bis 1200 bp) in
Abhingigkeit von der Proteinkonzentration ist in Abb. 6-2 B dargestellt. PyVP1 bindet an alle
Nukleinsdurefragmente, wobei es bei PyVP1-Konzentrationen im mikromolaren Bereich zur
Sattigung der Bindung kommt. Die mit den SPR-Messungen ermittelten halbmaximalen
Sattigungskonzentrationen (K,) fiir die verschiedenen Fragmentlingen wurde durch Fit der
Kurven mittels nicht-linearer Regression der Messdaten nach der Gleichung

_RU,,,, *[PYVPI]

bestimmt und sind in Tabelle 6.1-1 zusammengefasst.

~ [PyVP1]+K P
Nukleinsaure Halbmaximale Bindung K, [M]
1200 bp DNA 22x 107
500 bp DNA 160 x 10
184 bp DNA 50x 107
100 bp DNA 34x 107
23 bp DNA 190 x 107

Tabelle 6.1-1: Halbmaximale Bindung (K.,) von pentamerem PyVP1 an Nukleinsduren unterschiedlicher

Lange anhand von Oberfldchenplasmonresonanz-Analysen

Fiir alle Nukleinsdurefragmente liegt die halbmaximale Sattigungskonzentration in derselben
GroBenordnung im nanomolaren Bereich. Durch Messungen der Anisotropie mittels
Fluoreszenzpolarisation konnte von S. Gleiter fiir die Bindung von PyVP1-Pentameren an ein
mit Rhodamin gelabeltes 184 bp-DNA-Fragment ein Kp-Wert von 10,3 x 10® M bei einer
Stochiometrie von 1:1 ermittelt werden (Jahn, 2002). Beide Messmethoden liefern fiir die
halbmaximale Séttigung sehr dhnliche Werte im nanomolaren Bereich.

Die Daten der SPR-Messungen wurden hier ohne Beriicksichtigung der Stochiometrie der
Komplexbildung, also nicht als biophysikalisch definierte Dissoziationskonstante, aus-

gewertet, sondern dienen lediglich der Bestimmung der PyVP1-Konzentration, die zur halb-
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maximalen Sattigung der Nukleinsduremolekiile fithrt. Obwohl PyVP1 sequenzunspezifisch
an Nukleinsduren binden kann und man somit erwarten konnte, dass mit zunehmender Linge
der Nukleinsdure die Aviditdt durch zunehmende Bindungsmoglichkeiten steigt, zeigt sich
keine Konzentrationsabhéngigkeit der halbmaximalen Bindung von PyVP1 an Nukleinséuren
unterschiedlicher Léange. Lediglich die maximale Amplitude der Bindung steigt mit zu-
nehmender Linge der immobilisierten DNA. Vermutlich wird bei der Interaktion mehrerer
PyVP1-Molekiile mit der Nukleinsdure der Bindungsbereich fiir ein einzelnes Protein durch
die anderen PyVP1-Pentamere z.B. durch laterale Diffusion der Pentamere oder strukturelle
Anderungen der Nukleinsiure stark eingeschrinkt, wodurch der apparente Wert der halb-

maximalen Bindung von PyVP1 an Nukleinsduren von deren Lange unabhingig ist.

6.2 Salzabhangigkeit der Bindung von PyVP1 an Nukleinsduren

Die Bindung von PyVPI an Nukleinsduren wird durch ionische Wechselwirkungen der
positiv geladenen Aminosduren am N-Terminus des Proteins mit dem negativ geladenen
Nukleinsdureriickgrat vermittelt (Moreland et al., 1991). Diese Interaktion ist somit von der
Salzkonzentration des umgebenden Milieus abhéngig. Moreland zeigte, dass fiir die Elution
von PyVP1 von einer dsDNA-Cellulose-Saule 300 bis 400 mM NaCl erforderlich sind. Bei
der Elution von einer komplexen Matrix konnen allerdings mannigfaltige Wechselwirkungen

eine Rolle spielen. Die Salzabhidngigkeit der Bindung von pentamerem PyVP1 an DNA
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Abb 6.2-1: Salzabhangigkeit der Bindung von pentamerem PyVP1 an DNA in SPR-Messungen:
0,3 mg/ml PyVP1 wurden an immobilisierte DNA-Fragmente unterschiedlicher Lénge gebunden.

(A) in Abhéngigkeit von der NaCl-Konzentration (@ 184 bp, O 500 bp, ¥ 1200 bp). Die Bindung des
Proteins an die DNA sinkt mit steigender NaCl-Konzentration unabhéngig von der Lénge der Nukleinséure.
Ab 300 mM NaCl kann keine Interaktion mehr detektiert werden. (B) in Abhingigkeit von der (NHy4),SO,-
Konzentration (« 500 bp). Ammoniumsulfat reduziert die Wechselwirkung stirker als NaCl. Bereits bei
150 mM (NHg),SOy ist die Bindung vollstidndig unterdriickt.
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wurde hier mittels Oberflaichenplasmonresonanz (SPR) ermittelt, wobei sich gegeniiber
Abschnitt 6.1 der Versuchsaufbau nur dahingehend dnderte, dass der Analyt PyVP1 in Puffer
mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen verdiinnt wurde. Die Proteinkonzentration wurde
konstant bei 0,3 mg/ml gehalten, die FluBgeschwindigkeit betrug 15 pl/min, als Laufpuffer
diente 50 mM Tris pH 7,4; 5 % (v/v) Glycerin; 10 mM DTT; 5 mM EDTA.

In Abbildung 6.2-1 ist die Salzabhédngigkeit der Bindung dargestellt. Die Wechselwirkung
von PyVP1 mit DNA verschiedener Linge nimmt mit steigender NaCl-Konzentration ab.
Bereits bei 150 mM NaCl ist die Bindung halbiert, ab 300 mM NaCl war unabhéngig von der
Linge der immobilisierten DNA keine Bindung mehr detektierbar (Abb. 6.2-1 A). Auch wenn
beide Bindungspartner in Losung vorliegen, zeigt sich dieses Bild: wird pentameres PyVP1
mit Plasmid-DNA in Gegenwart unterschiedlicher Salzkonzentrationen inkubiert und die
Wechselwirkung per analytischer Ultrazentrifugation ermittelt, ist oberhalb von 275 mM
NaCl keine Bindung mehr zu beobachten (Jahn, 2002). Diese Salzabhingigkeit der
Wechselwirkung entspricht der eines Pentalysinpeptides mit DNA (Lohmann, 1986) und
bestitigt Morelands Beobachtung.

Im Hinblick auf eine gerichtete Verpackung von Nukleinsduren in PyVLPs ist die
Wechselwirkung des positiv geladenen N-Terminus mit der Nukleinsdure essentiell, da die
Verpackung von Nukleinsduren in PyVLPs dadurch zu erreichen ist, dass die Nukleinsdure
zundchst an pentameres PyVP1 gebunden wird und die Pentamere anschlieend zu VLPs
assembliert werden. Indem die Nukleinsdure mit dem N-Terminus von PyVP1 interagiert und
dieser nach der Assemblierung im Inneren der VLPs lokalisiert ist, wird durch diese
Coassemblierung die Nukleinsdure automatisch verpackt. NaCl-Konzentrationen von
> 250 mM sind also unbedingt zu vermeiden, um die Interaktion zwischen N-Terminus und
Nukleinsdure zu gewéhrleisten. Das im konventionellen Assemblierungspuffer von PyVPI
enthaltene Ammoniumsulfat unterdriickt die Wechselwirkung mit der DNA bereits ab
150 mM (Abb. 6.2-1 B), weshalb eine ammoniumsulfatfreie Assemblierung mit niedrigen

NaCl-Konzentrationen entwickelt wurde.
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7 Assemblierung verschiedener PyVP1 Varianten

7.1 Assemblierung in Sorbitol

Rekombinant hergestelltes PyVP1 besteht aus pentameren Untereinheiten, die in vitro zu
stabilen virus-dhnlichen Partikeln (VLPs) mit 45-50 nm Durchmesser assemblieren kdnnen.
Die fiir die Assemblierung etablierte Methode ist die Dialyse des Pentamers gegen bzw. Ver-
diinnung in 0,5 M oder 0,75 M Ammoniumsulfat mit 200 mM Natriumchlorid in Gegenwart
von Calcium (Salunke et al., 1986; Stubenrauch et al., 2000), wobei die Homogenitit der
gebildeten VLPs durch Zusatz eines Redox-Shuffling-Systems verbessert werden kann (Jahn,
2002). Neben der Bildung von 45-50 nm groBen Capsiden treten insbesondere bei nicht
optimalen Assemblierungsbedingungen auch 12 Pentamere enthaltende ikosaedrische,
24 Pentamere enthaltende oktaedrische und filamentdse Strukturen auf (Salunke et al., 1986).

Die Assemblierung ist reversibel, so konnen die VLPs in calciumfreier, reduzierender Umge-
bung wieder zu Pentameren dissemblieren. Diese Eigenschaft ist in Hinblick auf die in vitro
Verpackung von Biomolekiilen wie z.B. Nukleinsduren in die Partikel von entscheidender
Bedeutung, insbesondere, wenn die zu verpackenden Molekiile iiber den im VLP gelegenen
N-Terminus wechselwirken und dadurch eine gerichtete Verpackung ermoglicht werden soll.
Die Interaktion von Nukleinsduren mit dem N-Terminus ist ionischer Natur (siche Abschnitt
6.2), weshalb hohe Salzkonzentrationen bei der gerichteten Verpackung von Nukleinséuren in
VLPs zu vermeiden sind. Eine Absenkung der Salzkonzentration wahrend der Assemblierung
fiihrt jedoch nicht mehr zu VLPs, sondern zu inhomogenen hochmolekularen Komplexen und

Aggregaten (Jahn, 2002; Salunke et al., 1986; Moreland et al., 1991).

Das zur Assemblierung eingesetzte Ammoniumsulfat gehort nach der lyotropen Reihe von
Hofmeister (1888) zu den stabilisierenden Salzen. Stabilisierende Eigenschaften werden auch
Zuckern zugeschrieben (Gekko et al., 1991), weshalb Jahn (2002) den Einfluss der Kohlen-
hydrate Fruktose, Glukose, Sorbitol und Glycerin auf die Assemblierung von PyVPI
untersuchte. Tatsdchlich konnen mit 25 % (w/v) Sorbitol anstelle von Ammoniumsulfat im
Assemblierungspuffer PyVP1-Pentamere zu VLPs assembliert werden.

Im Vergleich zur VLP-Bildung in Gegenwart von Ammoniumsulfat fithrt die Assemblierung
in 25 % Sorbitol jedoch vermehrt zu inhomogenen Nebenprodukten. Zur Ermittlung der
optimalen Assemblierungsbedingungen wurden weitere Faktoren variiert. Insbesondere die
Natriumchloridkonzentration sowie die Proteinkonzentration waren dabei die wichtigsten

Parameter.
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Abb. 7.1-1: Salzabhéngigkeit der Assemblierung von PyVP1 in ammoniumsulfatfreiem Puffer.
Sedimentationsldufe von PyVLPs nach Dialyse des Proteins gegen 25 % (w/v) Sorbitol; 50 mM Tris; 5 %
(v/v) Glycerol; 0 mM-100 mM NaCl; 2 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; pH 7,4.

Zur Assemblierung von PyVP1 sind NaCl-Konzentrationen von mindestens 50 mM nétig, wobei erst bei
100 mM NacCl einheitlich mit 60 S sedimentierende Partikel entstehen . Nach der Dialyse in NaCl-freiem
Assemblierungspuffer sind nur Aggregate zu beobachten.

7.1.1 Einfluss der Natriumchloridkonzentration auf die Assemblierung von PyVP1

Der Einfluss der Natriumchloridkonzentration in sorbitolhaltigem Puffer auf die Assem-
blierung zu PyVLPs wurde mit 0 bis 200 mM NaCl untersucht. Die Homogenitét und Grof3e
der gebildeten VLPs nach viertdgiger Dialyse von 0,4 mg/ml PyVP1 gegen 25 % (w/v)
Sorbitol, 0-200 mM NaCl; 2 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; 50 mM Tris pH 7.4
bei 25°C, wurde mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt und durch Elektronen-
mikroskopie qualitativ bestétigt. Fiir beide Methoden wurden die Ansétze nach der Assem-
blierung in sorbitolfreien Puffer umdialysiert. PyVLPs sedimentieren bei Zentrifugation mit
10 000 rpm mit einem s-Wert von s,,, = 60 S. GroBere Aggregate, kleinere VLP-Spezies und
nicht assemblierte Pentamere sedimentieren deutlich schneller bzw. langsamer. Das unter-
schiedliche Sedimentationsverhalten ermoglicht die quantitative Bestimmung des Anteils
reguldrer VLPs. Abb. 7.1-1 zeigt exemplarisch Sedimentationslédufe von 0,35 mg PyVP1 bei
0 mM (A), 50 mM (B) und 100 mM NacCl (C).

Die Assemblierung zu PyVLPs ist abhingig von der Natriumchloridkonzentration. Ab einer
Konzentration von 100 mM NaCl assembliert PyVP1 zu 45-50 nm gro8en VLPs. Unterhalb
von 100 mM NaCl sinkt der Anteil dieser Spezies deutlich ab, bei 50 mM NaCl konnen keine
mit 60 S sedimentierenden VLPs mehr detektiert werden. Lichtstreudaten zur Dissemblierung
zeigen, dass es sich hierbei um irreversibel aggregierte Strukturen handelt, da die gebildeten
Komplexe auch unter calciumfreien, reduzierenden Bedingungen nicht mehr zu Pentameren

dissoziieren.
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Abb. 7.1-2: Charakterisierung der Assemblierung von PyVP1 in Sorbitolpuffer. Die Assemblierung
wurde durch Dialyse des Proteins gegen 25 % (w/v) Sorbitol; 50 mM Tris; 5 % (v/v) Glycerin; 100 mM
NaCl; 2 mM CacCl,; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; pH 7,4 erreicht. (A) Relativer Anteil gebildeter VLPs in
Abhingigkeit von der Proteinkonzentration, ermittelt durch analytische Ultrazentrifugation.
(B) Elektronenmikroskopische Aufnahme gebildeter PyVLPs bei einer Proteinkonzentration von 0,3 mg/ml.
Neben reguldren 45-50 nm groflen VLPs sind auch groBere und kleinere Partikel populiert.

Die Assemblierung von PyVP1 zu homogenen VLPs ist mit Natriumchloridkonzentrationen
> 100 mM in Gegenwart von 25 % Sorbitol bei pH 7,4 und 25°C mdglich. Unter diesen
Bedingungen ist gleichzeitig auch eine Bindung von Nukleinséduren an PyVP1 moglich und
damit eine wichtige Voraussetzung fiir die Verpackung von Nukleinsduren wihrend der

Assemblierung von PyVP1 zu VLPs gewihrleistet.

7.1.2 Einfluss der Proteinkonzentration auf die Assemblierung von PyVP1

Der zweite untersuchte Aspekt bei der Assemblierung in sorbitolhaltigem Puffer war der
Einfluss der Proteinkonzentrationen auf die Bildung homogener VLPs. Hierzu wurden
PyVP1-Konzentrationen von 0,1 bis 1 mg/ml durch viertidgige Dialyse gegen 25 % (w/v)
Sorbitol; 100 mM NaCl; 2 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; 50 mM Tris pH 7,4 bei
25°C assembliert und anschlieBend gegen sorbitolfreien Puffer umdialysiert. Die Qualitdt der
gebildeten PyVLPs wurde ebenfalls mittels analytischer Ultrazentrifugation und Elektronen-
mikroskopie evaluiert.

In Analogie zur Assemblierung in ammoniumsulfathaltigem Puffer war die Bildung homo-
gener PyVLPs von der Proteinkonzentration abhingig, wobei steigende Konzentrationen zu
einer erhohten Ausbeute an PyVLPs korrekter GroBe fithrten (Abb. 7.1-2). Bis zu einer
Konzentration von 0,4 mg/ml stieg die VLP-Ausbeute von Null auf 50-56 %. Uber 0,4 mg/ml

erhohte sich die Ausbeute mit zunehmender Py-VP1 Konzentration noch von 56 % auf 66 %.
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Die Kinetik der Assemblierungsreaktion in Gegenwart von Ammoniumsulfat kann durch
Messung der Lichtstreuung verfolgt werden, da freie Pentamere einen wesentlich kleinen
hydrodynamischen Radius aufweisen als VLPs und somit nach der Rayleigh-Approximation
einen wesentlich geringen Beitrag zum Streulicht leisten. Die Assemblierung in Sorbitol
kann, im Unterschied zur Assemblierung in ammoniumsulfathaltigem Puffer, allerdings nicht
direkt durch Lichtsteuung verfolgt werden, weil die Assemblierung durch Verdiinnung in dem
viskosen sorbitolhaltigen Puffer zu signifikanter Aggregation fiihrt, die eine direkte Aus-

wertung der Streulichtzunahme nicht erlaubt.
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Abb. 7.1-3: Kinetik der Assemblierung zu VLPs durch Verdinnung von pentamerem PyVP1 in
Sorbitol-Assemblierungspuffer.

(A) Zu verschiedenen Zeiten der Assemblierung wurden Aliquots entnommen und die gebildeten Capside
durch Zugabe von 30 mM DTT und 15 mM EDTA in Abwesenheit von Sorbitol dissembliert. Die damit
verbundene Abnahme des Lichtstreusignals wurde gegen die Zeit aufgetragen.

(B) Amplituden der Dissemblierungsreaktion (siche A) bei einer Proteinkonzentration von 0,6 mg/ml.

Aggregate und VLPs kdnnen jedoch durch die Mdglichkeit der vollstdndigen Dissemblierung
zuriick zu Pentameren von einander unterschieden werden. Unter reduzierenden Bedingungen
in Gegenwart von EDTA verlieren PyVLPs ihre Capsidstruktur und dissemblieren zu freien
Pentameren, wiahrend Aggregate ihre hochmolekulare Struktur auch unter diesen Bedingun-
gen irreversibel beibehalten. Die Differenz des Gesamtstreulichtsignals und des Signals nach

abgeschlossener Dissemblierungsreaktion liefert den Anteil zuvor gebildeter VLPs.

Abbildung 7.1-3 zeigt den Assemblierungsverlauf bei einer Proteinkonzentration von
0,6 mg/ml durch Verdiinnung in 25 % (w/v) Sorbitol; 100 mM NaCl; 2 mM CaCl,; 4,5 mM
GSSG; 0,5 mM GSH; 50 mM Tris pH 7,4. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurde je ein
Aliquot der Probe in Niedrigsalz-Standard-Puffer auf 75 pug/ml verdiinnt und die Dissem-
blierung durch 30 mM DTT und 15 mM EDTA induziert (Abb. 7.1-3 A). Die Abnahme des
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Lichtstreusignals wurde bis zum Erreichen eines stabilen Minimalwertes verfolgt. Die
Amplitude des Signals wihrend der Dissemblierungsreaktion ist proportional zum Anteil
gebildeter PyVLPs, wéhrend der Anstieg des erreichbaren Endwertes auf fortschreitende
Aggregation hinweist. In Abb. 7.1-3 B ist die Kinetik der Assemblierung zu PyVLPs dar-
gestellt. PyVLPs konnen somit nicht nur durch Verdiinnung von Pentameren in ammonium-
sulfathaltigen Puffer gebildet werden, sondern auch durch Verdiinnung in dem wesentlich vis-
koseren Sorbitolpuffer, wobei die Reaktion der VLP-Bildung in Gegenwart von Ammonium-
sulfat bereits nach ca. 60 min abgeschlossen ist (Jahn, 2002), wahrend die Assemblierung in

Sorbitolpuffer die quasi-maximale Amplitude des Streulichts erst nach ca. 180 min erreicht.

Die Assemblierung in Ammoniumsulfat-Assemblierungspuffer verlduft ohne lag-Phase und
ihre initiale Reaktionsgeschwindigkeit deutet auf eine apparente Reaktionskinetik vierter
Ordnung hin (Jahn, 2002). Die Assemblierung in Sorbitolpuffer folgt einer analogen Kinetik.
Fiir die Bestimmung der Reaktionsordnung miisste die Reaktion jedoch in Abhdngigkeit von

der Proteinkonzentration untersucht werden.

7.1.3 Assemblierung von PyVP1-Z in sorbitolhaltigem Puffer

Auch andere PyVPI-Varianten wurden auf ihre Assemblierungsfdhigkeit in Sorbitolpuffer
untersucht. Die Variante PyVP1-Z trigt im zentralen HI-Oberfldchenloop die Insertion der
modifizierten antikdrperbindenden Doméne Z des Staphylococcus aureus-Proteins A (Abb.
1.4-4). Diese Modifikation ermoglicht die Bindung von Antikdrpern auf der VLP-Oberfléache,
wodurch der Tropismus der VLPs in Abhédngigkeit vom immobilisierten Antikorper zelltyp-
spezifisch variiert werden kann (Gleiter und Lilie, 2001).

PyVP1-Z assembliert in ammoniumsulfathaltigem Puffer mit nahezu gleicher Ausbeute wie
PyVP1 zu VLPs (Gleiter und Lilie, 2001). Fiir die Analyse der Assemblierungskompetenz
von PyVP1-Z in sorbitolhaltigem Puffer wurden Pentamere bei zwei Proteinkonzentrationen,
0,3 und 0,6 mg/ml, durch Dialyse (s. Abschnitt 7.1.2) assembliert und die Homogenitit der
gebildeten VLPs mittels analytischer Ultrazentrifugation bestimmt (Abb. 7.1-4), sowie durch
Elektronenmikroskopie bestitigt.

PyVP1-Z lasst sich also nicht nur unter Hochsalzbedingungen in Gegenwart von 0,5 M
Ammoniumsulfat und 200 mM NaCl, sondern auch unter Niedrigsalzbedingungen mit 25 %
Sorbitol und 100 mM NaCl mit gleicher Homogenitit wie Wildtyp PyVP1 zu 45-50 nm

groflen VLPs assemblieren.
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Abb. 7.1-4: Assemblierung von 0,6 mg/ml PyVP1-Z in ammoniumsulfatfreiem Puffer.
(A) Sedimentationslauf von PyVP1-Z-VLPs nach Dialyse des Proteins gegen 25 % (w/v) Sorbitol; 50 mM
Tris; 5% (v/v) Glycerol; 100 mM NaCl; 2mM CaCl,; 4,5mM GSSG; 0,5mM GSH; pH74.
Etwa 80 % des Proteins assemblierte zu nahezu einheitlich sedimentierenden PyVLPs.
(B) Elektronenmikroskopische Aufnahme der gebildeten PyVLPs.

7.1.4 Assemblierung von PyVP1-EgC in sorbitolhaltigem Puffer

Wird das im vorherigen Abschnitt beschriebene Experiment mit PyVP1-EgC durchgefiihrt,
andert sich das Bild. PyVPI-EsC tragt im zentralen HI-Oberflachenloop eine Polypeptid-
sequenz aus acht Glutamaten und einem Cystein (Abb. 1.4-4), wodurch die variable Kopplung
funktioneller Biomolekiile wie Antikdrpern oder porenbildenden Proteinen, z.B. Listerio-
lysin O, via positiv geladener Sequenzen moglich ist (Stubenrauch et al., 2001; Giinther,
2005). Die acht Glutamate der inserierten Polypeptidsequenz tragen zu einer hohen lokalen
Ladungsdichte bei, die wihrend der Assemblierung unter Niedrigsalzbedingungen die Aggre-
gation des Proteins begiinstigt. In der Tat lassen sich sowohl nach der Dialyse als auch nach
Verdiinnung von PyVP1-EgC in sorbitolhaltigen Puffer nur Aggregate und keine VLPs

nachweisen (Daten nicht gezeigt).

PyVPI und seine Varianten sind nur als VLPs stabil lagerbar. Nach der Reinigung der penta-
meren Untereinheiten werden diese unter Hochsalzbedingungen zu VLPs assembliert und bei
-70°C gelagert. Fiir den Einsatz der VLPs als gentherapeutischer Vektor nach vorherigem
Einschluss kleiner Molekiile in das Innere der VLPs miissen diese zunédchst dissembliert und
anschlieBend zu VLPs reassembliert werden, um den Einschluss des Therapeutikums zu
ermdglichen. Das Auftreten von Aggregaten kann an zwei Punkten dieser Reaktion beginnen:

bei der Dissemblierung der PyVLPs zu Pentameren, also mit der Anderung der molekularen
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Abb. 7.1-5: Dissemblierung von PyVP1-EgC in Abhangigkeit von der Salzkonzentration.

(A) PyVP1-E¢C-VLPs wurden in Gegenwart von 250 mM NacCl (blaue Kurve) mit DTT und EDTA versetzt.
Die VLPs dissemblieren zu pentameren Untereinheiten, das Streulichtsignal nimmt ab. In Gegenwart von
100 mM NaCl (schwarze Kurve) nimmt das Streulichtsignal zunichst ebenfalls ab, die Reaktion kommt
allerdings nach rund 600 Sekunden zum Erliegen. Durch Erhohung der Salzkonzentration schreitet die
Dissemblierung temporér fort, doch erst bei 250 mM NaCl wird das fiir Pentamere typsiche Streulichtsingal
erreicht. (B) Die Zugabe kleiner Nukleinsduren (500 pM 30 Basen ssDNA) als ionisches Agens stabilisiert
die Dissemblierungsreaktion nicht, stattdessen ist nach kurzer Zeit ein Anstieg des Signals und somit
fortschreitende Aggregation des Proteins zu beobachten.

Umgebung der Untereinheiten und somit Auflosung der Quartirstruktur und bei der

Reassemblierung der Pentamere zu VLPs.

Fiir die gerichtete Verpackung kleiner Biomolekiile nach Bindung an den positiv geladenen,
im Inneren der VLPs liegenden N-terminus von PyVP1 sind niedrige lonenstirken wichtig.
PyVP1 und PyVPI1-Z dissemblieren bei niedrigen Salzkonzentrationen vollstidndig zu Penta-
meren. PyVPI1-EgC verhilt sich durch die hohe Oberflichenladung jedoch bereits wiahrend

der Dissemblierung anders.

Dissemblierung von PyVP1-EgC

Es wurden 0,25 mg/ml PyVP1-EgC-VLPs in Niedrigsalz-Standardpuffer mit 100 mM NaCl
vorgelegt und die Dissemblierungsreaktion durch Zugabe von DTT und EDTA initiiert. Die
Dissemblierungsreaktion von PyVP1 lisst sich durch Streulichtmessung darstellen.

In Gegenwart von 250 mM NacCl dissembliert auch PyVP1-EsC zu Pentameren, die Reaktion
verlduft identisch zu der von PyVP1 (Abb. 7.1-5 A blaue Kurve). Bei 100 mM NaCl hingegen
ist zwar zundchst eine Abnahme des Streulichtsignals, also eine Dissemblierungsreaktion zu
beobachten (Abb. 7.1-5 schwarze Kurve), diese kommt allerdings schnell zum Erliegen und
das Streulichtsignal steigt nach einer kurzen Gleichgewichtsphase wieder an (vergleichbarer
Verlauf wie 7.1-5 B), was auf zunehmende Aggregation als Nebenreaktion hindeutet. Durch
Erhohung der Salzkonzentration auf 150 mM kann die einsetzende Aggregationsreaktion

temporir aufgehoben werden, die Dissemblierung kommt jedoch erneut nach ca. 10 min zum



Ergebnisse 88 Philine Dobberthien

Erliegen. Erst bei Erreichen von > 250 mM NaCl ist die Dissemblierungsreaktion vollstindig
und erreicht einen etwas hoheren Streulichtendwert als die Probe, die von Beginn an in
Gegenwart von 250 mM NaCl dissembliert wurde.

Die beobachtete Salzabhéngigkeit der Dissemblierung ldsst sich durch unspezifische und
destabilisierende intermolekulare ionische Wechselwirkungen der freiwerdenden Pentamere
erkldren. Der im Inneren des VLP liegende positiv geladene N-Terminus von PyVP1 inter-
agiert nach der Dissemblierung vermutlich mit der negativen Ladung der Glutamat-Insertion
auf der Oberfldche anderer Pentamere oder erst partiell dissemblierter VLPs, was zundchst zur

Bildung von Multimeren und mit fortschreitender Reaktion zur Aggregation fiihren kann.

Im Hinblick auf die Verpackung von Nukleinséuren in VLPs wurde der Einfluss von kurzen
Nukleinsdurefragmenten auf die Dissemblierungstiahigkeit von PyVPI1-EgC untersucht.
Hierzu wurden 0,25 mg/ml PyVPI1-EgC in Niedrigsalz-Standardpuffer vorgelegt, die Dissem-
blierung mit EDTA und DTT initiiert und gleichzeitig 500 pmol 30 Basen ssDNA zugegeben.
PyVP1-EsC kann durch die Erhéhung der negativen Ladung im Ansatz wihrend der Dissem-
blierung nicht stabilisiert werden, es kommt auch hier zur Aggregation (Abb. 7.1-5 B).

Ein erfolgreicher Ansatz zur Umgehung der Aggregation von PyVP1-EgC wihrend der
Dissemblierung war die Zugabe von PyVP1 als stabilisierendes Hilfsprotein, da dieses auch
bei niedrigen Salzkonzentrationen vollstindig dissembliert. Die anschlieBende Reassem-
blierung verschiedener PyVP1-Spezies zu VLPs, oder sogar zu gemischten VLPs wird im

folgenden Kapitel behandelt.

7.2 Herstellung und Analyse gemischter VLPs

VLPs verschiedener PyVPI-Varianten konnen unter reduzierenden Bedingungen in
Gegenwart von EDTA zu pentameren Untereinheiten dissembliert werden. PyVP1 und
PyVP1-Z verhalten sich dabei sehr dhnlich. Beide Varianten kénnen zudem bei niedrigen
Salzkonzentrationen in Gegenwart von Sorbitol mit vergleichbaren Ausbeuten zu VLPs
reassembliert werden (s. Abschn. 7.1). Im Gegensatz zu diesen Varianten dissembliert
PyVP1-EsC, das eine polyionische Insertion aus acht Glutamaten auf der Oberfldche trégt,
bereits bei Salzkonzentrationen unter 250 mM nicht mehr zu Pentameren. Induziert man bei
PyVP1-EgC die Assemblierung bei einer Salzkonzentrationen von 250 mM durch Zugabe von
Calciumionen und Dialyse gegen sorbitolhaltigen Puffer, bilden sich ebenfalls hochmole-

kulare Aggregate mit amorphem Erscheinungsbild (Abb. 7.2-1 B).
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Abb. 7.2-1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von PyVP1 und PyVP1-EgC nach Dialyse gegen
Sorbitolpuffer. (A) VLPs aus PyVP1. Es haben sich ca. 50 nm gro3e VLPs gebildet (B) Reines PyVP1-E;C
aggregiert zu hochmolekularen Komplexen. (C)-(E) Gemischte Assemblierung aus PyVP1 und PyVP1-E¢C
mit 10 % PyVP1-E¢C (C), 25 % PyVP1-EsC (D) und 40 % PyVPI1-EgC (E). In allen drei Assemblierungs-
ansétzen wurden VLPs gebildet. Der Balken (==) entspricht 100 nm.

Die gemeinsame Dissemblierung von PyVP1 oder PyVP1-Z mit PyVP1-EgC unter Niedrig-
salzbedingungen (< 100 mM NaCl) gefolgt von der Reassemblierung zu VLPs durch vier-
tagige Dialyse gegen Sorbitol-Assemblierungspuffer (25 % (w/v) Sorbitol; 100 mM NacCl;
2 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM GSH; 50 mM Tris pH 7,4) liefert jedoch VLPs.

7.2.1 Abhéangigkeit der Bildung gemischter VVLPs von der Addition von PyVP1

Der Zusatz von PyVP1 zur Assemblierungsreaktion von PyVPI-EgC liefert VLPs, deren
Homogenitdt mit steigender PyVP1-Konzentration zunimmt. Abbildung 7.2-1 zeigt elektro-
nenmikroskopische Aufnahmen von PyVLPs mit von (C) nach (E) ansteigender PyVP1-EsC
Konzentration. Die gemischte Assemblierung fiihrt bei einem PyVPI1-EgC Anteil von 10 %
(C), 25 % (D) und sogar bei 40 % (E) zu VLPs mit typischer Gro3e und Morphologie.

Mittels limitierter Proteolyse (s. Abschn. 4.5.8) konnte zudem gezeigt werden, dass nach der
Assemblierungsreaktion weder freie Pentamere, noch ein signifikanter Anteil Aggregate vor-
handen ist. Fiir diesen Nachweis wurden die VLPs vor und nach Dissemblierung mit EDTA

und DTT fiir 10 min mit Trypsin versetzt, die Proteolyse durch Trypsininhibitor abgestoppt,
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Abb. 7.2-2: Limitierte Proteolyse gemischter VLPs in assembliertem (A) und dissembliertem Zustand (B).
Reduzierende SDS-PAGE, (M — Marker). In einem VLP organisiertes PyVP1 wird nicht zum Corepartikel
abgebaut, wihrend freie PyVP1-Pentamere partiell degradiert werden. Nach der gemischten Assemblierung
ist in allen Spuren die Bande des intakten Pentamers erhalten (A), d.h. die Pentamere sind in VLPs koor-
diniert. Nach Dissemblierung durch DTT und EDTA konnen keine PyVP1-Banden, sondern ausschlielich
Corepartikel-Banden detektiert werden (B), d.h. die Assemblierung ist reversibel und es kommt nicht zur
Aggregation der beiden Proteinvarianten. Freies Trypsin ist nur in den vor der Proteolyse dissemblierten
Proben als distinkte Bande zu detektieren.

die Proben mittels reduzierender 15 %iger SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteinbanden
nach Coomassiefarbung detektiert. Die limitierte Proteolyse durch Trypsin degradiert penta-
meres PyVPI(-Z, -EgC) bis zu einem stabilen ~35 kD Corepartikel, dem die N- und
C-Termini fehlen. Sobald das Protein jedoch als Capsid oder dessen Vorstufen organisiert ist,
sind die Termini gegeniiber proteolytischer Spaltung geschiitzt, ihre GroBe von etwa 42,5 kD
bleibt erhalten. Erst bei ldngerer Inkubation wird das Protein gleichméBig und vollstindig zu

kleineren Fragmenten degradiert (Klose, 2009).

In Abbildung 7.2-2 sind zwei SDS-Gele nach tryptischem Verdau gemischter PyVLPs mit
unterschiedlichen PyVPI : PyVPI-EgC-Verhiltnissen dargestellt. Abbildung 7.2-2 A zeigt
gemischte PyVLPs, die direkt nach der Assemblierungsreaktion mit Trypsin behandelt
wurden, 7.2-2 B solche, die nach der Assemblierung durch Zugabe von DTT und EDTA
zunéchst dissembliert wurden und anschlieSend mit Trypsin versetzt wurden.

Die limitierte Proteolyse intakter PyVLPs liefert in allen Ansdtzen die Bande fiir das intakte
PyVP1-Pentamer (Abb. 7.2-2 A), d.h. es liegt nach der Assemblierung kein signifikanter
Anteil freier Pentamere mehr vor. Das Vorhandensein proteolysesensitiver Proteinkomplexe
kann ebenfalls ausgeschlossen werden. Die Inkubation dissemblierter gemischter PyVLPs

liefert in allen Ansétzen nur die fiir Corepartikel typische Bande bei 35 kD (Abb. 7.2-2 B).

Die Assemblierung zu gemischten PyVLPs ist also reversibel, auch liegen keine komplexen
proteolyseinsensitive Aggregate vor. Die Coassemblierung zweier PyVP1-Varianten fiihrt zur
Bildung von VLPs (Abb. 7.2-1). Die Homogenitét der gebildeten Partikel ist dabei abhédngig
vom molaren Verhéltnis von PyVP1(-Z) zu PyVP1-EgC.
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Abb. 7.2-3: Anionenaustauschchromatographie von PyVLPs und gemischten PyVLPs aus PyVP1 und
PyVP1-EgC.

(A) PyVP1 (hellgrau) eluiert bereits zu Beginn des Salzgradienten, wiahrend PyVP1-EgC (dunkelgrau) erst
durch hohe Ionenstérken am Ende des Salzgradienten von der Poros HQ 20 Matrix eluiert.

(B) Gemischte PyVLPs aus PyVP1 und PyVPI1-E¢C mit 10 % (blau), 25 % (griin), 40 % (rot) PyVP1-EC.
Die gemischten PyVLPs eluieren mit steigendem Anteil PyVP1-E;C zu spiteren Zeitpunkten von der Sdule.
Bei der gemeinsamen Assemblierung verschiedener PyVP1-Varianten haben sich gemischte VLPs mit den
Eigenschaften beider Ausgangspopulationen gebildet. Die PyVLPs verhalten sich bei der Chromatographie
entsprechend des Mischungsverhéltnisses der eingesetzten Varianten.

Detektiert wurden die VLPs anhand der Tryptophanfluoreszenz (Ae, = 295 nm; A= 340 nm).

Gemischte PyVLPs sollten in Abhédngigkeit von ihrer Zusammensetzung unterschiedliche
Oberfliacheneigenschaften haben. Wéihrend VLPs aus PyVP1 oder PyVP1-Z isoelektrische
Punkte (pI) im leicht sauren aufweisen, ist die Oberfliche von PyVPI-EgC durch die
inserierten Glutamate bereits beim physiologischen pH-Wert (pH 7,4) ausreichend stark
negativ geladen, um an Aniontauschermatrices zu binden. Dies schlédgt sich auch in einem
verdnderten Elutionsverhalten gemischer PyVLPs gegeniiber den reinen Spezies nieder.

Bei der chromatographischen Separation an der Anionentauschermatrix Poros HQ 20 eluiert

PyVP1 und PyVPI-Z bereits nach 10 min (0,2 M NaCl), PyVPI1-EsC hingegen eluiert im
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linearen Salzgradienten erst nach 27 min (1 M NaCl) (Abb. 7.2-3 A). Gemischte VLPs aus
PyVP1(-Z) und PyVP1-EgC eluieren zwischen den reinen VLPs und zwar in Abhingigkeit
von der VLP Zusammensetzung: je hoher der Anteil PyVP1-EgC, desto spéter eluieren die
gemischten VLPs von der Matrix (Abb. 7.2-3 B).

Die verwendete Anionenaustauscher-Matrix ist fiir die Separation von PyVP1-EgC sehr gut
geeignet. Das weniger saure PyVP1(-Z) eluiert jedoch nicht in einer scharf abzugrenzenden
Fraktion. Auf den quantitativen Vergleich der Peakflichen wurde an dieser Stelle aufgrund

der ungeniigenden Peaksymmetrie der PyVP1 Chromatogramme verzichtet.

Die gemeinsame Assemblierung mehrerer PyVP1-Varianten fiihrt also zu echten gemischten
VLPs, in die Pentamere der jeweiligen Ausgangspopulationen inkorporiert wurden. Die
entstandenen VLPs bestehen aus einer Mischpopulation der jeweils eingesetzten Varianten
und verhalten sich bei der Chromatographie entsprechend des Mischungsverhéltnisses der
eingesetzten PyVP1-Varianten, wobei die Ansitze mit 10 % und 25 % PyVP1-EgC eine
heterogene Population gemischter VLPs bilden, was zu breiten Elutionsprofilen auf dem
Anionentauscher fiihrt. Bei einem Anteil von 40 % PyVP1-EgC bildet sich hingegen eine
homogene Population mit einer statistisch gleichmaBigen Verteilung der PyVP1-Varianten

innerhalb der VLPs.

7.2.2 Oberflachendekoration gemischter VLPs

Die gemischte Assemblierung verschiedener PyVP1-Varianten liefert VLPs, deren &uflere
Oberfldche die Eigenschaften der eingesetzten PyVPI1-Varianten vereint. Damit verbunden
variieren auch die Dekorationsmdglichkeiten mit Antikorpern bzw. Antikorperfragmenten je
nach eingesetzter PyVP1-Spezies. So ist z.B. die Kopplung des mit einem positiv geladenen
tag fusionierten Antikdrperfragments dsFvB3-RgC nur an PyVP1-EgC, nicht aber an PyVP1
oder PyVP1-Z moglich (Abb. 7.2-4, vergl. Spuren 2 und 7 mit 12).

Fiir die Kopplung von dsFvB3-RsC an reine und gemischte VLPs mit 0 %, 10 %, 25 % oder
40 % PyVP1-EgC, wurde das Antikorperfragment entsprechend dem von Giinther entwickel-
ten Protokoll mit zehnfachem molaren Unterschuss dsFvB3-RgC gegeniiber monomerem
PyVPI1-EgC eingesetzt (Giinther, 2005). Die Kopplung wurde mittels Disulfidverbriickung der
in den polyionischen tags enthaltenen Cysteine durch kupferkatalysierte Luftoxidation
induziert (s. Abschn. 4.7.5). Die Analytik der Kopplungsausbeute erfolgte mittels nicht-
reduzierender SDS-PAGE und Silberfarbung.
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Abb. 7.2-4 Kopplung von dsFvB3-RgC an verschiedene PyVLPs-Varianten. dsFvB3-RgC kann nur an
PyVP1-EgC und nicht an PyVP1 und PyVP1-Z gekoppelt werden (vergl. Spur 2 und 7 mit 12). Die Kopplung
erfolgt auch an gemischte PyVLPs aus PyVP1-EgC mit PyVP1 (oben links; vergl. Spur 2 mit 3, 4, 5) bzw. mit
PyVP1-Z (oben rechts; vergl. Spur 7 mit 8, 9, 10). Dabei werden bei steigendem Anteil PyVP1-EgC in den
VLPs jeweils alle zur Kopplung eingesetzten dsFvB3-RgC-Molekiile gebunden. Unten: PyVP1-EgC mit
dsFvB3-RgC (Spuren 11 und 12) und dsFvB3-RgC alleine (Spuren 13 und 14) als Referenz in der jeweils
niedrigsten zur Kopplung eingesetzten dsFvB3-RgC-Konzentration (3,6 dsFv-B3 Molekiile pro VLP) unter
reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen. (Kopplung nach Giinther, 2005; red = reduzierte Probe;
ox = nicht-reduzierte Probe).

Nicht-reduzierte PyVLPs laufen nicht in das Acrylamidgel der SDS-PAGE ein, ebenso
werden kovalent an PyVLPs gekoppelte Proteine durch die tiber 15 Megadalton groBBen VLPs
am Einlaufen gehindert. Die gleichen Proben liefern unter reduzierenden Bedingungen die fiir
Monomere typsiche Bande bei ~45 kD. Nicht-reduziertes dsFvB3-RsC liefert eine Bande bei
~30 kD bzw. im reduzierten Zustand Banden entsprechend der schweren und leichten Kette
bei 14,8 kD und 12,4 kD.

Bei 10fachem Unterschuss des B3-Antikorperfragments gegeniiber den in den gemischten
VLPs enthaltenen PyVP1-EgC-Monomeren, werden alle Antikorperfragmente an die VLPs
gekoppelt. Bei equimolarem Verhéltnis verbleibt ein Anteil des Antikorperfragments in
Losung (Daten nicht gezeigt). Dies entspricht den bekannten Kopplungsausbeuten an reines
PyVP1-EsC (Giinther, 2005; Klewitz, 2007).

Wird dsFvB3-RgC an gemischte VLPs aus PyVP1 und PyVP1-EgC nach dem von Giinther
2005 beschriebenen Verfahren gekoppelt, konnen somit in Abhdngigkeit der eingesetzten
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PyVP1-Variante variable Mengen des Antikorperfragmentes auf der PyVLP-Oberflache

immobilisiert werden.

Die gemischte Zusammensetzung der VLPs bietet erweiterte Moglichkeiten zur Modifikation
der Partikeloberfliche der PyVLPs in Hinblick auf Zellbindungs- und Aufnahmeeigen-
schaften gegeniiber den bisher bestehenden Systemen aus nur einer PyVP1-Variante. Vorteile
verschiedener Kopplungsmodule wie der Z-Doméne zur Antikdrperbindung sowie der poly-
ionischen Kopplung von z.B. Membran-perforierenden Proteinen lassen sich somit modular
kombinieren.

Fiir den Einsatz als gentherapeutisches Vektorsystem ist neben dem gerichteten Transport zu
und in die Zielzellen ein weiterer Punkt von Bedeutung: der sichere Transport genetischen
Materials. Die gerichtete und Schutz vor Nukleasen bietende Verpackung von Nukleinsduren
in den Partikelhohlraum kann nur nach Interaktion mit der inneren Oberfliche der VLPs

erfolgen.

8 Verpackung von Nukleinsauren in PyVLPs

Bei bisher genutzten viralen Vektorsystemen flir gentherapeutische Applikationen erfolgt die
Verpackung der zu transportierenden Nukleinsduren in eukaryontischen Produktionszellen.
Dies birgt die Gefahr, dass versehentlich auch DNA der Wirtszelllinie in die viralen Capside
integriert wird, ein bei natlirlichen Viren hiufiger zu beobachtender Fehler. Die Verwendung
von virus-dhnlichen Partikeln ermoglicht die Trennung von Expression und Reinigung der
Hiillproteine von der Beladung mit Erbmaterial. Praassemblierte PyVLPs konnen fiir einen
Einsatz als Vektor in der Gentherapie in vitro mit Nukleinséuren beladen werden. DNA kann
durch Inkubation mit PyVLPs in geeignetem Puffer, durch osmotischen Schock und durch
Absenken des pH-Wertes an PyVLPs assoziiert werden (Barr et al., 1979; Braun et al., 1999)
und die so beladenen VLPs konnen in vitro als Vektoren fiir den Transfer von DNA genutzt
werden (Forstova et al., 1995; Braun et al., 1999; Gleiter und Lilie, 2001; Stubenrauch et al.,
2001; May et al.,, 2002). Die Assoziation der DNA fiihrt allerdings lediglich zu einer
unvollstindigen Bindung der DNA an der Capsidoberfliche und somit zu geringem Schutz
vor Nukleasen. Fiir eine potentielle Applikation in vivo ist es jedoch sinnvoll, diesen Schutz
zu gewdhrleisten.

Der N-Terminus von PyVPI ist zur Bindung an Nukleinsduren mit guter Affinitdt im
nanomolaren Bereich in der Lage (s. Abschn.6) und er ist im VLP im Inneren des Partikels

angeordnet. Die Wechselwirkung von DNA oder RNA mit dem N-Terminus vor der Assem-
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blierung dirigiert die Nukleinsdure wahrend der Capsidbildung direkt in das Innere der

PyVLPs, wodurch die Verpackung und damit der Nukleaseschutz gewéhrleist wird.

Die bisherigen Experimente haben gezeigt, dass die Bindungsfihigkeit von DNA und PyVP1
stark von der lonenstirke des Puffers abhingt (s. Abschn. 6.2). Mit der Etablierung eines
Assemblierungsprotokolls in einem stabilisierenden Puffer mit niedriger Salzkonzentration,
dem Sorbitolpuffer, ist ein weiterer Schritt in Richtung spezifischer Verpackung von Nuklein-
sduren in PyVP1-VLPs getan (s. Abschn. 7.1).

Fiir die Verpackung von DNA in PyVLPs wurden 0,36 mg/ml pentameres PyVP1 in Gegen-
wart unterschiedlicher Mengen linearer DNA-Fragmente fiir vier Tage gegen Sorbitol-Assem-
blierungspuffer bei 25°C dialysiert. Das Sorbitol wurde anschliefend fiir die Analyse der
Verpackung und der PyVLPs durch Dialyse gegen Niedrigsalz-Capsid-Puffer entfernt.

8.1 Einfluss der Nukleinsdure auf die Morphologie der PyVLPs

Im physiologischen Kontext bilden sich die viralen Capside des Polyomavirus im Zellkern,
wobei die Pentamere um ein Minichromosom aus viraler DNA, kondensiert durch die
zelluldren Histone H2A, H2B, H3 und H4, assemblieren (Garber et al., 1978; Coca-Prados
und Hsu, 1979). Bei einer Verpackung in vitro liegt die Nukleinsdure frei vor und die
Pentamere konnen sich an ihr anordnen. Im Elektronenmikroskop wurden nach der Coassem-
blierung von DNA und PyVP1 zu VLPs nicht nur runde Partikel beobachtet, sondern auch
filamentose stdbchen- oder hantelformige Assemblierungsprodukte (Moreland et al., 1991).
Stokrova et al. (1999) diskutieren die perlenschnurartige Anlagerung von PyVP1-Pentameren
entlang von DNA-Molekiilen. Dies konnte wahrend der Assemblierung unter Niedrigsalz-
bedingungen (s. Abschn. 7.1) zur Ausbildung kdcherartiger Réhren um die Nukleinsdure
fiihren, deren Liange von der Lange der Nukleinsdure abhidngt. An den Enden dieser Filamente
konnen sich dann Halbcapside anlagern und zu einem hantelférmigen Erscheinungsbild
fiihren.

Die Verwendung verschieden langer DNA-Fragmente zur Verpackung in PyVLPs und
anschlieBende Betrachtung der Morphologie im Elektronenmikroskop lieferte jedoch keinen
klaren Zusammenhang der Stibchenldnge mit der Linge der verwendeten DNA (Daten nicht
gezeigt). Lediglich die Haufigkeit, mit der diese filametdsen Strukturen im Elektronen-
mikroskop beobachtet wurden, stieg mit der Menge, nicht jedoch mit der Linge der einge-

setzten DNA. Die Anwesenheit von DNA konnte also durchaus einen Einfluss auf die Mor-
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Abb. 8.2-1: Schematische Darstellung der Verpackung von Nukleinsaure und ihre Analytik. Pentamere
Untereinheiten von PyVP1 interagieren mit freien Nukleinsduren. Die Assemblierung fiihrt zur gerichteten
Verpackung der Nukleinsdure, die gegeniiber Nukleasen geschiitzt ist. Der Anteil so verpackter
Nukleinsduren kann nach Dissemblierung und Reinigung mittels Gelelektrophorese quantifiziert werden.

phologie der VLPs haben. Die filamentdsen Strukturen scheinen allerdings eine Sonderform
der VLPs mit dhnlichen Eigenschaften darzustellen. Sie lieBen sich nicht mittels chromato-
graphischer Methoden (SEC, IEX) von runden VLPs trennen, auch handelte es sich dabei
nicht um Aggregate, da nach der Dissemblierung keine derartigen Strukturen mehr beobachtet
werden konnten. Dies deckt sich mit den Daten von Salunke, der filamentdse Strukturen nach

der Assemblierung in 0,75 M Ammoniumsulfat beobachtete (Salunke et al., 1989).

8.2 Verpackung von Nukleinsduren durch Coassemblierung

PyVP1 ist dank des positiv geladenen N-Terminus in der Lage, bei <250 mM NaCl an
Nukleinsduren zu binden. In Abschn. 5.1 wurde ein Verfahren entwickelt, PyVP1 bei niedri-
gen Salzkonzentrationen zu assemblieren, und elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen,
dass die Assemblierung nicht durch die Anwesenheit von Nukleinsiure inhibiert und VLPs
gebildet werden.

Ob und wie effizient die Verpackung linearer Nukleinsduren unterschiedlicher Linge in
PyVLPs moglich ist, kann durch Behandlung der beladenen VLPs mit Nukleasen, wie z.B.
Benzonase, nachgewiesen werden. Benzonase spaltet in Gegenwart von Mg”" sequenz-
unspezifisch alle Arten von Nukleinsdure und ist in der Lage, auch an nicht-assemblierte

Pentamere oder an die VLP-Oberfldche gebundene DNA und RNA quantitativ abzubauen. Im
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Abb. 8.2-2: Verpackung von DNA und siRNA in PyVLPs durch Coassemblierung in Sorbitolpuffer.

Fiir die Verpackung wurden 1,7 uM (0,36 mg/ml) pentameres PyVPI1 fiir vier Stunden mit variablen
Nukleinsdurekonzentrationen bei 4-7°C inkubiert und die Assemblierung zu PyVLPs durch Dialyse gegen
Sorbitol-Assemblierungspuffer (25 % (w/v) Sorbitol; 100 mM NaCl; 2 mM CaCly; 4,5 mM GSSG; 0,5 mM
GSH; 50 mM Tris pH 7,4) induziert. Zum Nachweis der Verpackung wurden die PyVLPs fiir 1,5 h mit
> 2000 U/ml Benzonase bei 37°C inkubiert. Die vor Abbau geschiitzte Nukleinsdure wurde nach der
Abtrennung der Proteine im Agarose- (DNA) bzw. im Polyacrylamidgel (siRNA) aufgetrennt und die
erhaltenen Banden densitometrisch ausgewertet.

(A) Verpackung eines 300 bp DNA-Fragmentes. Effizienz (---@®--) und Menge vor Degradation
geschiitzter DNA (—A—). Die Verpackungseffizienz sinkt mit steigender DNA-Konzentration im
Verpackungsansatz, bei einem Verhéltnis von 30 nM DNA pro uM PyVP1 wird jedoch die groBte Absolut-
menge des 300 bp-Fragmentes verpackt.

(B) Agarosegel der 300 bp DNA-Fragmente vor und nach Benzonasebehandlung. (L) 1 kb Leiter; (BK)
Benzonasekontrolle (die VLPs wurden vor Zugabe der Benzonase dissembliert); (P) je 10% des
Verpackungsansatzes als interner Standard (die VLPs wurden dissembliert und bei 95°C denaturiert);
(V) Verpackungsansatz nach Benzonasebehandlung.

(C) Verpackung von dsRNA (siRNA). Die Effizienz der Verpackung nimmt auch hier mit steigender
Nukleinsdurekonzentration ab. Im Gegensatz zu (A) steigt die absolute Menge der verpackten siRNA mit
zunehmender siRNA-Konzentration pro puM-Pentamer noch an. Nach der Coassemblierung mit 74 nM
siRNA pro uM Pentamer sind alle PyVLPs mit mindestens einem siRNA-Molekiil beladen.

PyVLP-Inneren verpackte Nukleinsduren hingegen werden durch die Proteinhiille vor der

Degradation durch Benzonase geschiitzt (Abb. 8.2-1).

Fiir die Verpackung von Nukleinsdure in PyVLPs durch Coassemblierung wurden 1,7 uM
(0,36 mg/ml) pentameres PyVP1 fiir vier Stunden mit variablen Nukleinsédurekonzentrationen
bei 4-7°C inkubiert und die Assemblierung zu PyVLPs durch Dialyse gegen Sorbitol-
Assemblierungspuffer induziert. Fiir den Nachweis der Verpackung wurden die PyVLPs
gegen sorbitolfreien Niedrigsalz-Capsidpuffer dialysiert und die MgCl,-Konzentration im
Ansatz auf 3 mM eingestellt. Mit > 2000 U Benzonase pro ml Verpackungsansatz wurde nicht
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verpackte Nukleinsdure fiir 1,5 Stunden bei 37°C abgebaut. Die im Inneren der PyVLPs
geschiitzte Nukleinsdure ldsst sich nach Inhibierung der Benzonase, Dissemblierung und
Denaturierung der VLPs iiber ein Silica-Siulchen reinigen und im Agarosegel durch
Ethidiumbromid- oder SybrGreen-Farbung nachweisen. Zur Kontrolle und als interner
Standard wurden jeweils 10 % des eingesetzten Volumens des Verpackungsansatzes ohne
Inkubation mit Benzonase nach Denaturierung des Proteins auf das Agarosegel aufgetragen.
Die Analyse der hintergrundbereinigten Bandenintensitit erfolgte densitometrisch mit der

Software Phoretix 1D Quantifier.

In Abbildung 8.2-2 ist die Auswertung exemplarisch fiir ein 300bp DNA-Fragment
dargestellt. Fiir DNA-Fragmente von 184 bp bis knapp 1 kb konnte so der Schutz vor
Benzonase gezeigt und die Verpackungsetfizienz quantifiziert werden.

Die absolute Menge geschiitzter, in PyVLPs verpackter DNA weist bei allen Fragmenten bei
einem bestimmten Verhéltnis von eingesetzter Nukleinsdure gegeniiber konstanter PyVP1-
Konzentration ein Maximum auf. Die Verpackungseffizienz nimmt jedoch bei steigenden
DNA-zu-Protein-Verhéltnissen ab. In Elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind auch nach
der Coassemblierung mit hohen Nukleinsduremengen PyVLPs nachweisbar, d.h. die Assem-
blierung zu VLPs ist nicht (vollstindig) blockiert. Bei hohen DNA-Konzentrationen kdnnte es
allerdings zur Titration der PyVP1-Pentamere mit der Nukleinsédure kommen, so dass weniger
Pentamere fiir die Assemblierung und somit zur Verpackung der DNA in VLPs zur
Verfligung stehen und die Nukleinséuren somit fiir Benzonase zugénglich bleiben.

Die Verpackung in PyVP1-Z und gemischte PyVLPs aus PyVP1 und PyVP1-EgC lieferte bei
dem optimalen DNA-zu-Protein-Verhiltnissen vergleichbare Verpackungsausbeuten (Daten

nicht gezeigt).

Kleinere Nukleinsduren wie siRNA lassen sich nur schlecht durch interkalierende Farbstoffe
quantitativ nachweisen, auch die Detektion einfach fluoreszenzgelabelter Oligonukleotide ist
unzureichend. Da Radioaktivitdt erheblich sensitiver nachgewiesen werden kann, wurden die
dsRNAs am 5°-Ende radioaktiv markiert und nach Verpackung und Benzonaseverdau durch
Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt, mittels Ethanolfdllung konzentriert, im denaturie-
renden Acrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und mit einem Phosphoimager detektiert.

Im Gegensatz zu grofleren DNA-Molekiilen, die nahezu quantitativ von Silica-Séulchen
eluieren, konnen die kleinen RNA-Molekiile durch das experimentelle Vorgehen sowohl bei
der Extraktion, als auch bei der Prézipitation nicht vollstindig in den nédchsten Reinigungs-

schritt uberfuhrt werden. Daher wurde stets eine Kontrolle mit reiner siRNA ohne Benzonase-
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Abb. 8.2-3: Maximale Verpackungsausbeuten nach Verpackung verschiedener Nukleinsauren in
PyVLPs. Dargestellt ist die absolute Menge verpackter Nukleinsduren bezogen auf 1 nM PyVLP im
Verpackungsansatz. Mit steigender Nukleinsdureldnge sinkt die Ausbeute verpackter DNA oder RNA.
Rechnerisch enthilt bei optimalem Verhéltnis von Nukleinsdure-zu-PyVP1 jedes gebildete PyVLP nach der
Verpackung 1,2 siRNA-Molekiile, wihrend in nur jedem neunten bis zehnten VLP ein 300 bp-Fragment
geschiitzt vorliegt.

behandlung mitgefiihrt und die ermittelten Ausbeuten und daraus berechneten Verpackungs-
effizienzen um diese Kontrolle korrigiert.

Fiir die Verpackung radioaktiv markierter siRNA wurde in Analogie zur Verpackung linearer
DNA-Fragmente zunichst die Verpackungseffizienz in Abhingigkeit des PyVP1-zu-Nuklein-
sdure-Verhéltnisses ermittelt.

Bei der verpackten siRNA steigt die absolute Menge verpackter Molekiile mit steigender
siRNA-Konzentration im Ansatz (Abb. 8.2-2 C). Dies wurde auch bei allen untersuchten
DNA-Fragmenten jeweils bei niedrigen DNA-zu-Protein-Verhidltnissen beobachtet (Abb.
8.2-2 A). Experimentell bedingt konnte das Verhéltnis von siRNA zu PyVP1 nicht weiter
erhoht werden, so dass in den Ansitzen mit fiinffachem molarem Uberschuss vermutlich noch

kein Maximum der Verpackungseffizienz erreicht wurde.

Bezogen auf die absolute Ausbeute nimmt die maximale Menge der geschiitzten Nukleinsdure
nach der Verpackung bei optimalen Konzentrationsverhiltnissen von Nukleinsdure-zu-Protein
mit steigender Lénge der Nukleinsdure ab (Abb. 8.2-3). Dabei enthilt statistisch jedes
gebildete PyVLP nach der Verpackung 1,2 siRNA-Molekiile, wihrend in nur jedem neunten
bis zehnten VLP ein 300 bp-Fragment geschiitzt vorliegt.
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9 Funktionelle Nukleinsauren in VLPs

9.1 Konstruktion eines Minimalvektors

Die Verpackung von Nukleinsduren in PyVLPs wird durch die Lidnge der Nukleinsdure
limitiert. Es ist derzeit nicht moglich, ein typisches Expressionsplasmid wie z.B. pEGFP-N1
(Clontech) mit rund 4 kb in PyVLPs zu verpacken. Fiir die Expression eines Gens, sei es ein
therapeutisch relevantes oder zunichst ein gut zu detektierender Marker wie z.B. ein fiir
EGFP codierendes Gen, ist jedoch nicht das gesamte Plasmid nétig: Promotor, Gen und
Poly(A)Signal sind ausreichend. Im pEGFP-N1-Plasmid ist die Expressionskassette fiir das
Markerprotein EGFP in 1,6 kb codiert und kann mittels PCR amplifiziert oder aus einem
Vektor durch Restriktionsverdau herausgeschnitten werden. Lineare DNA mit ungeschiitzten
5¢-und 3°- Enden wird allerdings von intrazelluliren DNasen sehr schnell degradiert, was zu
duBerst niedrigen Transfektionsraten in Zellkultur fiihrt. Gegeniiber knapp 70 % positiv
transfizierter Zellen nach Lipofektion (Effectene, Qiagen) mit dem fiir EGFP codierenden
zirkuldren Plasmid, fiihrt die Transfektion der gleichen molaren Menge des einfach
linearisierten Plasmids lediglich zu knapp 12 % EGFP-exprimierenden Zellen (Daten nicht
gezeigt). Wird ein kiirzeres Fragment mit Promotor, Gen und Poly(A)Signal transfiziert, sind
nur noch einzelne EGFP-exprimierende Zellen im Fluoreszenzmikroskop zu finden und es ist
kein positives Signal mehr im FACS detektierbar. Die Modifikation der freien DNA-Enden,
z.B. eine Rezirkularisierung ist daher nétig, um ausreichend Stabilitdt im zelluldren Umfeld

zu gewahrleisten.

Ein geschlossenes Plasmid, das nur fiir die benétigten Genabschnitte kodiert, ist der
sogenannte MIDGE-Vektor, wobei MIDGE fiir Minimalistic Immunogenically Defined Gene
Expression steht (Schakowski et al., 2001; MIDGE® ist Handelsname der MOLOGEN AG).
Dieser hantelférmige Minimalvektor besteht aus doppelstrangiger DNA und enthélt nur die
Sequenzen fiir Promotor, Gen und Poly(A)Singal. Er ist gegeniiber einem linearen Fragment
jedoch durch Hairpinloops an den Enden geschiitzt, also quasi zirkularisiert, wodurch die
degradationsempfindlichen Enden der DNA vor Exonukleasen geschiitzt sind (Abb. 9.1-1).

Fiir diese Arbeit wurde ein fiir EGFP-codierender Minimalvektor konstruiert. Hierfiir diente
das pEGFP-NI1 Plasmid (Clontech, 4733 bp) als Ausgangsmaterial. Es wurde in E.coli
amplifiziert und mit den Restriktionsendonukleasen Apal I und Afl I verdaut, was zu einem
EGFP-codierenden 2011 bp grofen Fragment fiihrt. Apal I und Afl II hinterlassen an der
DNA je vier Basen lange 5°-Uberhéinge mit unterschiedlicher Sequenz. Diese sticky ends
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Abb. 9.1-1: Konstruktion eines Minimalvektors MIDGE.
(A) Ausgehend von dem Expressionsplasmid pEGFP-N1 wurde
mittels Restriktionsverdau das Gen von Interesse, sowie der
Promotor und das Poly(A)Signal von den nicht bendtigten
Sequenzen des Plasmids getrennt. Die Enden der linearisierten und
gereinigten DNA wurden anschlieend durch Ligation mit Hairpin-
Oligonukleotiden zirkularisiert.

(B) Agarosegelelektrophoretische Kontrolle der MIDGE-DNA. Spur
1: intaktes Plasmid; Spur 2: Plasmid-DNA nach Restriktionsverdau;
Spur 3: MIDGE-DNA nach Ligation mit Hairpin-DNA und an-
schliefendem Exonukleaseverdau; M: GrofSenmarker.

4700 bp
2015 bp

verhindern bei der anschliefenden Ligation mit den Hairpinloops eine Selbstligation der
2011 bp-Fragmente.

Zur Ligation wurde das 2011 bp-Fragments in 40 fachem Unterschuss gegeniiber den beiden
Hairpins 5’-TGCACCGCAGTTTTCTGCGG-3" und 5’-TTAAGCGCAGTTTTCTGCGC-3’
verwendet. Die griin markierten Bereiche bilden die eigentliche Haipinstruktur aus, die
schwarzen entsprechen den komplementdren sticky ends (Schakowski et al., 2001). Die
Ligation erfolgte iiber zwei Tage bei Raumtemperatur, nicht ligierte Fragmente wurden
anschlieBend tliber Nacht bei 37°C durch DNA Polymerase I abgebaut und der Minimalvektor
erneut iiber GFX-PCR-Saulchen gereinigt.

Die Funktionalitit des EGFP-Minimalvektors wurde in Zellkultur getestet (Abb. 9.1-2 A).
Hierfiir wurden MCF7 Zellen bei 60 %iger Konfluenz mit dem Minimalvektor oder mit dem
Ausgangsvektor pEGFP-N1 in gleichen molaren Mengen mit Effectene transfiziert und die
EGFP-exprimierenden Zellen nach 24 bzw. 48 Stunden mittels FACS quantifiziert (Abb.
9.1-2 B). Der Minimalvektor EGFP-MIDGE wird in den transfizierten Zellen exprimiert und
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Abb. 9.1-2: Expression von EGFP in der humanen Zellline MCF7 nach Transfektion mit MIDGE-
DNA (Gen fur EGFP) durch Effectene.
(A) Mikroskopische Betrachtung transfizierter und EGFP-exprimierender MCF7 Zellen.
Links: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme. Die positiv transfizierten Zellen sind an der griinen
Fluoreszenz zu erkennen. Rechts: Durchlichtaufnahme der Zellen im gleichen Bildausschnitt. Beide Bilder
bei 200 facher Vergroferung.
(B) FACS Analyse der Transfektionseffizient verschiedener EGFP - Expressionsplasmide.
Links: Mock-transfizierte MCF 7 Zellen. Mitte: mit dem Minimalvektor EGFP-MIDGE (2 kb) transfizierte
MCEF 7 Zellen. Rechts: mit pEGFP-N1 (4,7 kb) transfizierte MCF 7 Zellen. Mit dem Minimalvektor wurde
eine geringere Transfektionsrate beobachtet, als mit dem grof8en pEGFP-N1-Plasmid.

fiihrt zu einer detektierbaren EGFP-Fluoreszenz. Die Transfektionsrate des Minimalvektors
ist allerdings mit knapp 30 % griin fluoreszierender Zellen schlechter als die des 4,7 kb
groBBen pEGFP-N1 Plasmids mit rund 70 % griinen Zellen.

Die Transfektionsbedingungen waren fiir Plasmid und Minimalvektor gleich. Dies fiihrt dazu,
dass pro Minimalvektor-Molekiil mehr Enhancer und Effectene im Lipofektionskomplex ent-
halten sind als beim Plasmid-Molekiil, was sich ungiinstig auf das Transfektionsverhalten
auswirken kann. Durch Optimierung der Transfektionsbedingungen lieBe sich die Trans-
fektionsrate moglicherweise steigern. Auch kann die biologische Aktivitidt der verkiirzten,
linearisierten und pseudozirkuldren DNA sterisch bedingt niedriger sein als die eines flexiblen
Plasmid-Ringmolekiils.

Der Minimalvektor MIDGE-GFP kommt mit der Hélfte der Basenpaare als ein typisches
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Expressionsplasmid aus und kann fiir den durch PyVLPs vermittelten funktionellen Gen-

transfer eingesetzt werden.

9.2 PyVLP-vermittelter funktioneller Gentransfer

VLPs von Polyoma VPl konnen fiir den Transfer von genetischem Material in Zellen
verwendet werden. Dabei wird Plasmid-DNA durch PyVLPs in Zellen geschleust, wobei die
Aufnahme entweder iiber Lipid Rafts unabhingig vom Zelltyp (PyVP1; Richterova et al.,
2001) oder, nach Kopplung von Antikdrpern oder deren Fragmenten, zelltypspezifisch durch
rezeptorvermittelte clathrinabhédngige Endozytose stattfindet (PyVP1-Z und PyVP1-EzC; May
et al., 2002; Gleiter und Lilie 2003). Der funktionelle Nachweis des durch VLPs vermittelten
Gentransfers kann z.B. durch Detektion der Expression des Reportergens EGFP in vitro
untersucht werden.

Bisher angewandte Methoden der Beladung von PyVLPs fithren zu der Assoziation von
Plasmid-DNA auf der Oberfliche von PyVLPs, wodurch nur mangelhafter Schutz gegeniiber
nukleolytischem Abbau gegeben ist und die PyVLPs somit fiir eine Applikation als Gentrans-
fersystem in vivo nicht gut geeignet sind. Die zu Nukleaseschutz fiihrende Verpackung von
linearen Nukleinsdurefragmenten in PyVLPs konnte hier gezeigt werden (Abschnitt 8), auch
die Aufnahme der so verpackten Nukleinsdure in Zellen durch beladene PyVLPs ist
nachweisbar (Abb. 9.2-1).

Die Verpackung groBer, fiir GFP kodierender, linearer DNA, sowie von Plasmid- und
MIDGE-DNA konnte mit dem in Abschnitt 8 beschriebenen Verfahren nicht nachgewiesen
werden. Die Detektion von Nukleinséuren im Agarosegel ist zwar fiir quantitative Analysen
geeignet, jedoch miissen recht grole Mengen (>20ng) der geschiitzten DNA fiir den
Nachweis vorliegen. Daher sollte hier in einem zelluldren System untersucht werden, ob nicht
doch, wenn auch nur wenige, DNA-Molekiile in PyVLPs verpackt werden konnten und fiir
den funktionellen Gentransfer verfiigbar sind. Hierzu wurde Plasmid-, MIDGE- und
linearisierte, 1,6 kb lange fiir EGFP-codierende DNA in PyVP1-VLPs nach der in Abschnitt 6
beschriebenen Methode verpackt, mit 200 U/ml Benzonase fiir 45 min bei RT behandelt und
mit einer Konzentration von bis zu 0,17 mg/ml PyVLPs in 50 % RPMI 1640 verdiinnt auf
40 000 Zellen gegeben. Nach fiinf Stunden wurden das Medium mit 10 % FCS und 1 %
Glutamax ergéinzt, 50 uM Chloroquin (Goldstein et al., 1975) zugegeben und die Expression
des Reportergens mikroskopisch 6, 12, 20, 48 und 72 Stunden nach der Transfektion beob-
achtet. Als Kontrolle dienten PyVLP-DNA-Komplexe, die nicht mit Benzonase behandelt
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Abb. 9.2-1: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von HT29 Zellen nach Inkubation mit PyVLPs.
(A) HT 29 Zellen wurden mit 75 pg PyVLPs, die ca. 200 ng eines rhodamin-markierten 184 bp-DNA-
Fragmentes enthielten, fiir 2 h bei 37 °C in PBS-Puffer inkubiert (400fache Vergroferung). (B) HT 29 Zellen
wurden mit 75 pg VLPs, die ca. 33 ng eines rhodamin-markierten 500 bp-DNA Fragmentes enthielten, fiir 2
h bei 37°C in PBS-Puffer inkubiert (400 fach). (C) und (D) Konfokale Aufnahme einer Zelle (wie B) bei 630
facher VergroBerung. Die rhodamin-markierte DNA ist in und an den Zellen lokalisiert.

wurden und solche, die nach der Methode von May (May et al., 2002) beladen wurden, sowie
DNA, die mit Effectene transfiziert wurde.

Bei den nicht mit Benzonase behandelten, sowie den nach May konstruierten Komplexen aus
PyVLPs mit oberflachlich gebundener Plasmid- und MIDGE-DNA konnten vereinzelt griin
fluoreszierende Zellen nach 20 Stunden Inkubationszeit beobachtet werden. Zellen, die mit
Benzonase-behandelten PyVLP-DNA-Komplexen inkubiert wurden, zeigten keine signi-
fikante griine Fluoreszenz, ebenso konnte keine EGFP-Expression nach Transfektion mit den
mit linearer DNA beladenen PyVLPs detektiert werden. Die Kontroll-Transfektion durch
Effectene lieferte hingegen bei Plasmid- und MIDGE-DNA ca. 40 % EGFP-positive Zellen.
Somit konnte auch in dem funktionellen Assay der Transfektion von Zellen keine Verpackung
einer fiir ein Reportergen codierenden DNA mit 1,6 kb, 2,1 kb oder knapp 4 kb Lénge in

PyVLPs nachgewiesen werden.
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Da die vor Nukleasen schiitzende Verpackung von Nukleinsduren, die gro3 genug sind, um
fiir ein Gen zu kodieren, nicht moglich ist, wurde im folgenden der Fokus auf kleine

funktionelle Nukleinsduren wie siRNA und DNAzyme gelegt.

9.3 Herstellung der stabilen Zellline d2EGFP-MCF7

Die gentherapeutische Behandlung genetischer Defekte kann auf zelluldrer Ebene durch zwei
Eingriffe in den Zellstoffwechsel erreicht werden: a) die Verstirkung der Expression eines
oder mehrerer zu gering produzierter Proteine nach Einbringung einer weiteren Genkopie und
b) die Manipulation des bisherigen Expressionslevels z.B. die Verringerung der Expression
entweder durch Reduktion der Transkriptionsfrequenz oder durch Verringerung der Trans-
lation nach Erniedrigung des mRNA-Levels (gene silencing) z.B. mittels RNAi-Effekte.
Transient transfizierte Zelllinien eignen sich nur bedingt fiir Analysen des Expressionslevels,
da bei der transient induzierten Proteinexpression eine recht gro3e Varianz zwischen verschie-
denen Transfektionsansétzen auftritt, weshalb die Herstellung einer Zellline, die ein Reporter-
gen stabil exprimiert, sinnvoll ist.

Fiir den Nachweis einer verringerten Proteinexpression werden hauptsidchlich Modellsysteme
verwendet, die das Expressionslevel eines durch Farbreaktion nachweisbaren Enzyms, z.B.
Luziferase, in einer ganzen Zellpopulation nach Zellaufschluss quantifizierbar machen. GFP
bietet die Moglichkeit eines direkten Nachweises der Proteinexpression in lebenden Zellen
mittels FACS, was sowohl quantitative Aussagen zum Expressionslevel, als auch zur Zahl der
transfizierten Zellen ermoglicht (Chalfie et al. 1994, Cormack et al., 1996).

GFP und auch die fiir eukaryontische Expression optimierte Variante EGFP (enhanced GFP)
sind stabile Molekiile mit einer intrazelluldren Halbwertszeit von ca. 26 Stunden (Corish und
Tyler-Smith, 1999), die in Abhdngigkeit des Zelltyps sogar die Verdoppelungszeit der Zellen
tiberschreitet (z.B. MCF 7 mit 15-20 Stunden). Diese Eigenschaft macht EGFP unattraktiv fiir
Studien beziiglich der Regulation des Expressionslevels. Die Fusion des EGFP mit der PEST-
Sequenz (Li et al., 1998) resultiert in einer drastisch reduzierten Halbwertszeit des Proteins
von ein bis zwei Stunden, da das Protein schneller ubiquitinyliert und im Proteasom
degradiert wird. In dieser Arbeit wurde daher das Gen der destabilisierten Variante d2EGFP
(Clontech), welche eine Halbwertszeit von etwa zwei Stunden aufweist, fiir die stabile
Transfektion einer Zellline verwendet.

Fiir die Herstellung der transgenen Zellen wurden humane Mammakarzinom-Zellen der

adherent wachsenden Zelllinie MCF 7 bei einer Konfluenz von 40 % in einem 75 cm’



Ergebnisse 106 Philine Dobberthien

Kulturgefal mit dem Plasmid pd2EGFP-N1 durch Effectene transfiziert. Der Transfektions-
ansatz wurde fiir 16 Stunden auf den Zellen belassen, anschlieBend entfernt und in RPMI**-
Medium unter Selektionsdruck des Antibiotikums Genetecin (G418, 0,8 g/l) bis zu 80 %
Konfluenz kultiviert. Nach Trypsinierung wurden die griin fluoreszierenden Zellen mittels
FACS sortiert, in BSA-beschichteten ReaktionsgefdBen aufgefangen, durch Zentrifugation
konzentriert und unter Selektionsdruck kultiviert. Die Selektion mittels FACS wurde in vier
Zyklen wiederholt, sobald je zwei 75 cm>-Kulturschalen mit 80 % Konfluenz verfiigbar
waren. Nach dem letzten Sortierzyklus, in der zehnten Passage, wurden die Zellen durch
Kryokonservierung in fliissigem Stickstoff gelagert. Fiir nachfolgende Experimente wurden
die Zellen aufgetaut, in RPMI** unter Selektionsdruck kultiviert und zuniachst mindestens
dreimal passagiert, bevor sie fiir Transfektionen eingesetzt wurden.

Trotz des Selektionsdruckes konnte die EGFP-Expression nur in einer Population von rund
60 % der Zellen optisch detektiert werden. Dieser Anteil dnderte sich mit fortschreitender
Kultivierungszeit allerdings nicht, weshalb davon ausgegangen wurde, dass die nicht-

fluoreszierenden Zellen das Transgen zellzyklusbedingt temporér nicht exprimierten.

9.4 Antisense-Oligonukleotide

Biologisch aktive kleine Nukleinsduren sind in der Lage, die Proteinbiosynthese in Zellen auf
mRNA-Level zu unterbrechen. Kurze Antisense-Sequenzen binden dabei an komplementire
Bereiche der mRNA und induzieren entweder durch intrazelluldre enzymatische Komplexe
im Falle der RNA1 oder durch katalytische Sequenzen wie bei 10-23 DNAzymen die Spaltung
der mRNA (Schubert et al., 2003). Beide Mechanismen fiihren somit auf posttrans-
kriptioneller Stufe zur Reduktion der Expression des zugehorigen Proteins.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Zelllinie mit einem einfach zu detektierenden
Reportergen mit begrenzter Halbwertszeit, dem destabilisierten EGFP, hergestellt (s. Abschn.
9.3) und es wurde gezeigt, dass PyVP1 in der Lage ist, an kurze Nukleinsduren zu binden und
diese zu verpacken (s. Abschn. 6 und 8). Damit sind die Voraussetzungen gegeben, um gene
silencing durch PyVLP-vermittelte Transfektion mit funktionellen Antisense-Oligo-

nukleotiden zu erreichen.
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9.4.1 Zellulare Aufnahme radioaktiver siRNA

PyVLPs binden an Sialinséurereste auf Zelloberflichen und gelangen nach dem Transport von
der Zellmembran zum Endoplasmatischen Reticulum, wo sie enzymatisch modifiziert und
anschlieBend vermutlich ins Cytosol transportiert werden, wo die VLPs dissemblieren und in
ihnen enthaltene Nukleinsdure freisetzen kdnnen (Magnuson et al., 2005; Lilley et al., 2006).
Bei der Beladung von PyVLPs mit Nukleinsdure ist neben der Verpackung ins VLP-Innere
auch die Adsorption iiberschiissiger, nicht verpackter DNA oder RNA an die VLP-Oberflidche
moglich, wodurch die Zellbindung beeinflusst werden kann. Um zu ermitteln, ob die mit
siRNA beladenen PyVLPs in Abhidngigkeit von der Beladungsdichte unterschiedlich oder gar
nicht mehr an Zellen binden, wurde die Aufnahme radioaktiver siRNA durch PyVLP ver-
mittelte Transfektion untersucht.

Fiir die Aufnahme von mit siRNA beladenen PyVLPs in Zellen, wurde 5’-radioaktiv mar-
kierte dSRNA verwendet, wie beschrieben in PyVLPs verpackt (s. Abschn. 8.2) und in sorbi-
tolfreien Puffer umdialysiert. Am Vortrag ausgesite Zellen (15.000 Zellen pro Well) wurden
mit 1 pmol der mit 0,2 pmol, 1 pmol und 5 pmol siRNA beladenen VLPs in 200 ul serum-
freien Medium fiir zwei Stunden im Brutschrank (37°C, 5 % CO,) inkubiert. Anschlie3end
wurde das Medium abgenommen und die Zellen zweimal fiir zehn Minuten mit 200 pul PBS
gewaschen. Medium und Waschpuffer wurden vereinigt und die enthaltene Radioaktivitét
mittels Szintillation bestimmt. Die Zellen wurden trypsiniert, die Wells zweimal mit PBS
nachgespiilt und die in diesen 600 ul enthaltene Radioaktivitit gemessen. Die Wieder-
findungsrate der Gesamtradioaktivitit aus den Wells betrug in allen Versuchen iiber 93 %.

Als Mal} fiir die zellulire Bindung und Aufnahme der beladenen VLPs wurde die
zellassoziierte Radioaktivitit als Quotient der gemessenen Radioaktivitét in counts per minute
(cpm) aus der Zellfraktion und der Gesamtradioaktivitit pro Well herangezogen:

cpm

Zellen

+cpm

Zellassoziierte Radioaktivitat[%] =

Cmeberstand Zellen

Wihrend nackte siRNA nicht in signifikanter Menge in der Zellfraktion nachgewiesen werden
konnte, fiihrte die Inkubation der Zellen mit beladenen PyVLPs zu einem deutlichen Anstieg
der zellassoziierten Radioaktivitit auf 12-17 % der eingesetzten siRNA-Menge (Abb. 9.4-1).
Obwohl beim niedrigsten Verhiltnis von siRNA zu PyVLP zwar %3 der siRNA verpackt
wurde, ist statistisch nur jedes siebte PyVLP mit einer siRNA beladen. Beim Ansatz mit fiinf-
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Abb. 9.4-1: Aufnahme radioaktiver siRNA nach PyVLP vermittelter Transfektion. siRNA wurde mit
fiinfachem molaren Unterschuss, iquimolar und mit fiinfachem molaren Uberschuss in PyVLPs verpackt und
MCF7 Zellen mit den beladenen PyVLPs inkubiert. Als MalB} fiir die zellulire Bindung und Aufnahme der
beladenen PyVLPs wurde die zellassoziierte Radioaktivitit bezogen auf die Gesamtradioaktivitiat pro Well
herangezogen (A) und die Menge aufgenommener siRNA daraus berechnet (B). Die Fehlerbalken ent-
sprechen den Werten aus vier Messreihen.

Zellassoziierte Radioaktivitit ldsst sich nur in Gegenwart von PyVLPs nachweisen, nackte siRNA wird nicht
in signifikanter Menge von den Zellen aufgenommen. Mit PyVLPs hingegen lésst sich bei den getesteten
siRNA-Konzentrationen 12-17 % der eingesetzten Radioaktivitdt in der Zellfraktion nachweisen (A). Die
absolute Menge der zellassoziierten siRNA nimmt mit steigendem siRNA-zu-PyVLP-Verhiltnis zu (B).

fachem molaren Uberschuss der siRNA konnte hingegen knapp '/4; der siRNA Molekiile
verpackt werden, so dass statistisch jedes PyVLP mit 1,2 siRNAs beladen ist (s. Abschn. 8.2,
Abb. 8.2-2 C und 8.2-3). Die nicht verpackten dsRNAs bleiben vermutlich nicht frei in
Losung, sondern adsorbieren an der Oberfliche der PyVLPs. Diese Theorie wird durch die
gemessene zellassoziierte Radioaktivitdt, die direkt proportional zur eingesetzten siRNA-
Menge ist, bestétigt.

Die gemessene zelluldre Aufnahme mit 12-17 % der eingesetzten Ratioaktivitdt kann nicht
mit den beschriebenen Transfektionsraten von 2-3 % (Giinther, 2005) verglichen werden, da
sich die Transfektionsrate auf die positiv transfizierten Zellen bezieht, die z.B. ein Transgen
expimieren. Bei dem hier durchgefiihrten Experiment ist die Bezugsgrofe das Ausgangs-
material (radioaktive siRNA) und es kann nicht zwischen funktionellem Transfer des gene-
tischen Materials und reiner Aufnahme bzw. Bindung an die Zellen unterschieden, sondern
lediglich nachgewiesen werden, dass mit siRNA beladene PyVLPs in der Lage sind, an Zellen
zu binden. Auch eine quantitative Aussage wie viele der Zellen siRNA aufgenommen haben,
kann nicht bestimmt werden. Die Ermittlung der Transfektionsrate und der funktionelle
Nachweis der siRNA-Aufnahme ist die Messung des gene silencing nach der Transfektion
von siRNA mittels PyVLPs.
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Abb. 9.4-2: Histogramme-Plots von d2EGFP-exprimierender Zellen nach Transfektion mit Antisense-
Oligonukleotiden und FACS-Analytik.

(A) siRNA und das aktive DNAzym GFPzym ChromA fithren zu reduzierter Fluoreszenzintensitdt der
Zellen, wodurch der Peak der Zellcounts im Histogramm nach links verschoben wird. Zellen, die mit dem
nur partiell bindenden DNAzym GFPzym PostChrom transfiziert wurden, weisen nahezu die gleiche
Fluoreszenzintensitit wie unbehandelte Zellen auf.

(B) Die Transfektion durch mit siRNA beladene PyVLPs fiihrt zu keiner detektierbaren Reduktion der
EGFP-Expression. Die Zugabe von RNAfect zu den beladenen VLPs fiihrt zu einer Erniedrigung der
Fluoreszenzintesitdt der Zellen. Vermutlich werden hier restliche nicht in PyVLPs verpackte siRNA-
Molekiile durch das RNAfect in die Zellen verbracht.

9.4.2 Transfektion von Antisense-Oligonukleotiden mittels PyVLPs

Fiir die Transfektion mit funktionellen kleinen Nukleinsduren wurden katalytische, gegen die
mRNA von d2EGFP gerichtete Antisense-Oligonukleotide verwendet: die 10-23 DNAzyme
GFPzym ChromA, GFPzym ChromB und GFPzym PostChrom sowie eine bereits etablierte
siRNA GFP-22 siRNA (Caplen et al., 2001). Die mRNA-bindenden Sequenzen in GFPzym
ChromA und GFPzym ChromB binden knapp 200 bp hinter dem Startcodon ATG. Im
GFPzym PostChrom hingegen ist nur die 3’ vom katalytischen Loop gelegene Sequenz
homolog zum GFP-Gen, der 5’-Arm kann nicht binden, so dass keine DNAzym-vermittelte
Spaltung der mRNA moglich ist.

Alle verwendeten DNAzyme tragen zur Erh6hung der Serumstabilitdt ein invertiertes 3’-3’-

Nukleotid in Form eines asymmetrisch gebundenen 3’-G (Dass et al., 2002).

Fiir den funktionellen Nachweis des Transfers der siRNA und der DNAzyme wurden die
Oligonukleotide zunichst mittels Lipofektion (Effectene, Qiagen) in d2EGFP-MCF7-Zellen
transfiziert und die EGFP-Expression nach 24 Stunden im FACS analysiert (Abb. 9.4-2 A).
Die mit siRNA und den DNAzymen GFP ChromA und GFP ChromB transfizierten Zellen
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weisen eine reduzierte Intensitit der GFP-Fluoreszenz auf, was im Histogramm-Plot durch
einen nach links verschobenen Peak verdeutlicht wird. Die mit dem inaktiven DNAzym
GFPzym PostChrom transfizierten Zellen weisen nahezu die gleiche Fluoreszenzintensitit wie
unbehandelte Zellen auf. Die Transfektion mit kurzer Nukleinsdure fiihrte also nicht zu
unspezifischer Erniedrigung der EGFP- Expression und die Funktionalitdt der Oligonukleo-
tide konnte nachgewiesen werden.

Fiir den Nachweis der funktionellen Transfektion durch beladene PyVLPs wurde siRNA und
die DNAzyme GFPzym ChromA und GFPzym ChromB nach dem in Abschnitt 6
beschriebenen Verfahren in PyVLPs verpackt und in sorbitolfreien Puffer umdialysiert. Wie
bei der Lipofektion wurden einen Tag vor der Transfektion 25 000 Zellen ausgesit, und in
serumfreiem Medium mit 12 pmol PyVLPs, welche mit je 60 pmol Nukleinsdure beladen
waren, transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion konnte allerdings fiir den Einsatz der
PyVLPs kein Effekt auf die EGFP-Expression nachgewiesen werden (Abb. 9.4-1 B). Die Co-
Transfektion von siRNA mit PyVLPs und RNAifect (Qiagen) hingegen fiihrt zu einer
Reduktion der d2EGFP-Expression. Das Lipofektionsreagenz vermittelt hier vermutlich die

Transfektion der nicht-verpackten siRNA-Molekiile im Ansatz.

Die durch PyVLPs vermittelte Transfektion von Antisense-Oligonukleotiden fiihrte nicht zu
nachweisbarem gene silencing der d2EGFP-Expression. Hierfiir sind zwei Ursachen denkbar:
a) die beladenen PyVLPs werden nicht in die Zellen aufgenommen oder b) die Oligo-
nukleotide gelangen nicht unbeschadet in das Cytosol und verlieren ihre biologische Aktivitt.
In Abschnitt 9.4.1 konnte eine hohe zellassoziierte Radioaktivitit nach Inkubation der Zellen
mit nukleinsdurebeladenen PyVLPs nachgewiesen werden. Die dennoch nicht nachweisbare
Reduktion der d2EGFP-Expression legt den Schluss nahe, dass die verpackte siRNA zwar
transfiziert wird, aber in den Zellen nicht biologisch funktional zum Ort des Wirkens trans-

portiert werden kann.

Nukleinsduren konnen mit guter Ausbeute in PyVLPs verpackt werden und ein umfangreicher
Schutz vor Nukleasen nachgewiesen werden. Auch die zelltypspezifische Adressierung der
PyVLPs kann durch Dekoration der Partikel mit Antikérpern oder deren Fragmenten bewerk-
stelligt werden. Den Engpass fiir eine mogliche Anwendung als Gentherapeutikum stellt der-
zeit der intrazelluldre Verbleib der PyVLPs dar. Der Schutz der Partikel vor Abbau lyso-
somalen Kompartiment ist jedoch fiir eine erfolgreiche Transfektion essentiell. Die kontrol-
lierbaren und modular wihlbaren Eigenschaften der gemischten PyVLPs erweitern die Mog-
lichkeiten fiir eine variable Dekoration der Partikel mit bioaktiven Molekiilen, die dazu

beitragen, diesen Engpass zu iiberwinden oder zu umgehen.
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Diskussion

Die Gentherapie deckt ein breites Spektrum von Anwendungsmdglichkeiten ab, das von gene
replacement und Modifikation des pra&-mRNA-Splicings (ber gene knockdown bei
genetischen oder erworbenen Krankheiten bis zur DNA-Vakzinierung reicht. Nahezu alle
nukleinsdure-basierten Technologien werden derzeit auf ihr Potential als moégliche Thera-
peutika untersucht, wobei jedes medizinische Einsatzgebiet unterschiedliche Anforderungen
an den Transfermechanismus stellt. Nackte therapeutische Nukleinséduren eignen sich
aufgrund der schnellen Clearance, der Degradation durch Nukleasen, die die Serum-Halb-
wertzeit unmodifizierter sSiRNA auf 5-60 min und auf 10 min fur Plasmid-DNA herabsetzen,
der mangelnden organspezifischen Adressierung und vor allem der schlechten Aufnahme in
Zellen kaum fur den direkten Gentransfer (Takakura et al., 2001; Soutschek et al., 2004;
Kawabata et al., 1995). Auch mit physikalischen Verfahren wie Injektion oder Elektropora-

tion der Zielzellen wird nur eine Minderheit der Zellen transduziert (Jayankura et al., 2003).

Der Erfolg gentherapeutischer Ansatze hangt daher stark von der Entwicklung effizienter und
sicherer Vektoren fiir den Transport genetischer Information ab. Virale und auf kationischen
Liposomen basierende Vektorsysteme lieferten bereits vielversprechende Ergebnisse in der
somatischen Gentherapie. Allerdings bestehen nach wie vor Probleme bei der Herstellung, der
Zelltypspezifitat der Vektoren, der nur geringen GroRe der inkorporierten Nukleinsédure und
bei der Sicherheit, weshalb verschiedenste nicht-virale Alternativen erforscht werden. Hierzu
zahlen unter anderem Bakterien, Bakteriophagen, Erythrocyte Ghosts, Exosomen und virus-
ahnliche Partikel (Seow und Wood, 2009).

Der Einsatz von Polyoma virus-ahnlichen Partikeln (PyVLPs) als Gentransfersystem wird seit
der Isolation von Polyoma-Pseudovirionen diskutiert. Bereits 1971 gelang Quasba und
Aposhian der Transfer von Fragmenten doppelstrangiger DNA durch beladene Pseudo-
virionen in humane und murine Zellen (Qasba und Aposhian, 1971; Aposhian et al., 1972,
1977). Vor 30 Jahren zeigte Barr die ,,Assemblierung®“ von gereinigten, leeren Polyoma-
Capsiden mit DNA in vitro (Barr et al., 1979), kurz danach wurde die Partikelbildung mit

einzelstrangiger DNA, linearer, zirkuldrer und supercoiled dsDNA sowie rRNA beschrieben
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(Slilaty et al., 1982) und die Komplexe fir den Transfer der Nukleinséduren in Zellen
eingesetzt (Slilaty und Aposhian, 1983; Bertling, 1987).

Seither wurde mit einer Vielzahl von VLPs basierend auf Polyomaviren unterschiedlicher
Wirte experimentiert, bei denen sowohl der Ursprung als auch die Zusammensetzung der
VLPs variieren. Insbesondere friihe Arbeiten verwendeten ausschliellich Partikel, die sich aus
allen drei Hullproteinen VP1, VP2 und VP3 zusammensetzen. Erst mit der rekombinanten
Herstellung des Strukturproteins PyVP1 durch Leavitt und Studien von Salunke zur
Assemblierung dieses Hullproteins in vitro (Leavitt et al. 1985; Salunke et al., 1986) betraten
reine  PyVP1-VLPs die Labor-Bihne. Sie entstammen wiederum unterschiedlichen
Expressionssystemen: Hefen, Insektenzellen und E.coli (Sashauskas et al., 2002; Forstova
etal., 1993; Leavitt et al., 1985).

Den Pionierarbeiten folgten Studien zur Beladung der PyVLPs mit Nukleinsdaure und zum
Transfer von Erbmaterial in tierische Zellen in vitro und teilweise auch in vivo (Forstova
et al., 1995; Stokrova et al., 1999; Krauzewicz et al., 2000 a, b). Zur gleichen Zeit wurden die
Strukturen der erforschten Prototypen dieser Virenfamilie, des SV40 Virus und des murinen
Polyomavirus, aufgekléart (Stehleetal., 1994, 1996; Stehle und Harrison, 1996, 1997) und
diese Erkenntnis genutzt, um durch Modifikationen der Partikeloberflache den natirlichen
Tropismus zu variieren und PyVLPs zum zelltypspezifischen Gentransfer oder zur
Vakzinierung einzusetzen (Gleiter und Lilie, 2001, 2003; Stubenrauch et al., 2001; May et al.,
2002; Zvirbliene et al., 2006; Neugebauer et al., 2006; Lawatscheck et al., 2007).

Trotz der zahlreichen Arbeiten an PyVLPs gelang diesem System bisher nicht der Durchbruch
als gentherapeutisches Vektorsystem. Hierfir kdnnen insbesondere zwei Aspekte ursachlich
sein, a) die Beladung préassemblierter PyVLPs ermdéglicht nur ungeniigenden Schutz der
Nukleinsauren vor (Serum-)Nukleasen und b) der funktionelle Transfer von DNA in Zellen ist
nicht effizient genug.

Fur die gerichtete Verpackung von Nukleinsduren in PyVLPs ist die Interaktion der inneren
Capsidoberflache mit der Nukleinsdure erforderlich, weshalb in dieser Arbeit die Wechsel-
wirkung von PyVP1 mit DNA und RNA untersucht und eine Methode entwickelt wurde, die
diese Wechselwirkung wahrend der Assemblierung der Pentamere zu PyVLPs ermdglicht und
zu echter Verpackung von Nukleinséuren in die PyVLPs fuhrt. Durch die Herstellung von
gemischten PyVLPs aus verschiedenen PyVP1-Varianten steht zudem ein neuartiges, multi-
modulares Transportsystem mit einfach zu modifizierenden Oberflacheneigenschaften fir den
Transfer therapeutischer Molekiile zur Verfligung.
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10 Wechselwirkung von PyVP1 mit Nukleinsduren

Polyoma VLPs wurden bereits als Vektoren fur den Transfer exogener DNA in vivo und in
vitro verwendet, wobei die Plasmid-DNA nach dem von Barr et al. entwickelten Verfahren
unspezifisch an die Oberflache praassemblierter Pseudovirionen bzw. PyVP1-VLPs assoziiert
wurde (Barr et al., 1979; Forstova et al., 1995). Die native DNA-Bindungsstelle liegt jedoch
im Inneren des Viruscapsids. Sie wird durch die ersten elf Aminoséuren im N-Terminus des
PyVP1-Molekuls gebildet (Moreland et al., 1991; Chang et al., 1993). Moreland beschrieb fiir
die Affinitat von PyVP1 zu DNA eine Dissoziationskonstante von 1 bis 2 x 10™ M. Diese
Werte ermittelte er durch Immuncoprazipitation von PyVP1, welches an radioaktiv markierte
DNA gebunden war. Die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte Analyse der Bindung von
Pentameren an unterschiedlich lange dsDNA-Molekile durch Oberflachenplasmonresonanz
und durch Fluoreszenzpolarisation fiihrt bei den untersuchten linearen DNA-Fragmenten zu
einer halbmaximalen Séttigungskonstante der DNA von ca. 5 x 10 M (s. Abschnitt 6.1). Die
Daten von Moreland deuten also auf eine hohere Affinitat der PyVP1-Molekile fir DNA hin,
Die von ihm gewéhlte Methode der Immuncoprézipitation beinhaltet die Verwendung von
Antikorpern und Tragermaterialien. Durch unspezifische Wechselwirkung der Nukleinsdure
mit diesen Materialien kann auch nicht an PyVP1 gebundene DNA mit detektiert worden
sein. Moglich ist allerdings auch, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bedin-
gungen mit 100 mM NaCl im Laufpuffer aufgrund der Salzabhangigkeit der Wechselwirkung
zu einer apparent niedrigeren Affinitat flhren, da besonders bis 150 mM NaCl eine starke
Abhangigkeit von der Salzkonzentration beobachtet wurde. Moreland hingegen arbeitete bei
nur 20 mM bzw. 50 mM NacCl.

Moreland versuchte zusétzlich, durch kinetische Messungen eine Dissoziationskonstante zu
validieren. Hierzu inkubierte er **P-markierte DNA mit PyVP1, gab in einem Kompetitions-
experiment einen Uberschuss unmarkierte DNA hinzu und analysierte nach unterschiedlichen
Zeitpunkten die Radioaktivitdt nach Immuncopréazipitation. Nach der initialen Bindung von
PyVP1 an DNA war selbst nach 24 Stunden keine Anderung des radioaktiven Signals
festzustellen, was Moreland auf eine sehr langsame Dissoziation des pentmameren PyVP1
vom DNA-Molekil zurtickfiihrte. Daten der Oberflachenplasmonresonanz zeigen jedoch nach
Ende der Probeninjektion bei allen Proteinkonzentrationen eine deutliche Dissoziation der
PyVP1-Molekile von der DNA. Dies deutet darauf hin, dass die Bindung der Pentamere an
DNA nicht stabil ist. Hierfur spricht auch die Beobachtung, dass der apparente Wert der
halbmaximalen Bindung von PyVP1 an Nukleinsduren von deren L&nge unabhéngig ist.
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Maoglicherweise wird der Bindungsbereich fir ein einzelnes Protein durch die anderen
PyVP1-Pentamere z.B. durch laterale Diffusion stark eingeschrankt.

Die Stochiometrie von PyVP1-Pentameren an DNA-Molekilen ergibt fir ein 1,2 kb langes
Fragment 18-22 gebundene Pentamere (analytische Ultrazentrifugation, Daten nicht gezeigt).
Die Ausdehnung des Nukleinsduremolekiils lieRe rechnerisch die Bindung der doppelten Zahl
Pentamere zu. Die einzelnen DNA-bindenden N-Termini eines PyVP1-Pentamers sind nicht
linear organisiert, sondern stellen eine kreisférmige Anordnung der funf einzelnen Bindungs-
stellen im Pentamer dar. Es wére denkbar, dass sich der DNA-Strang flexibel entlang der
positiven Bindungsstellen orientiert und krimmt. Experimentell bedingt konnte bei der
Analyse der Stéchiometrie jedoch nicht sichergestellt werden, dass die eingesetzten Konzen-
trationen von PyVP1 bereits zur Sattigung der DNA ausreichen. Eine Kondensation des
Nukleinsaurestranges, hervorgerufen durch die Anlagerung von PyVP1-Pentameren ist
elektronenmikroskopisch beobachtet worden (Stokrova et al., 1999), diese Bilder lassen
jedoch keine Aussagen uber die quantitativen und strukturellen Verhéltnisse des DNA-
Pentamer-Komplexes zu. Die rdumliche und strukturelle Organisation der PyVP1-Pentamere
um ein heterologes Nukleinsdure-Molekil muss erst noch strukturbiologisch aufgeklart

werden.

Salzabhangigkeit der Wechselwirkung

Die DNA-Bindungsstelle des PyVP1-Molekils wird durch positiv geladene Aminoséurereste
im N-terminalen Bereich des Proteins gebildet. Deletionsmutanten von PyVP1, deren
N-Terminus variabel trunkiert wurde, haben gezeigt, dass ausschlieRlich die ersten elf Amino-
sauren fur die Bindung an Nukleinsauren essentiell sind (Moreland et al., 1991; Chang et al.,
1993). In dieser Sequenz 1-APKRKSGVSKC-11 treten vier positiv geladene Reste auf, von
denen insbesondere Lysin-5 fur die Bindung an dsDNA wichtig ist. Einzelne Punkt-
mutationen der ersten vier Aminosauren in Threonin fihren in Southwesternblot-Analysen
zur gleichen Affinitat der Bindung an dsDNA wie das Wildtyp-Peptid. Eine Punktmutation
von Lys-5 zu Threonin fuhrt allerdings zu einer um 80 % verminderten DNA-Bindungs-
fahigkeit (Chang et al., 1993).

Die N-terminale Sequenz von PyVP1 beinhaltet kein bekanntes DNA-Bindungsmotiv,
sondern vermittelt die Interaktion mit dem negativen Rickgrat der Nukleinsduren durch
ionische Wechselwirkung. Wie in dieser Arbeit und von Moreland et al. (1991) gezeigt
werden konnte, ist die Bindung von PyVP1 an DNA bei einer Salzkonzentration von 300 mM

NaCl vollstdndig unterdriickt. Von dem zur Assemblierung verwendeten, stabilisierenden
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Ammoniumsulfat sind bereits 150 mM (NH,),SO,4 ausreichend, um die Wechselwirkung mit
DNA zu verhindern. Diese Salzabhéngigkeit entspricht der Wechselwirkung eines Pentalysin-
Peptides mit DNA (Lohman, 1986) und bestétigt, dass fir die Bindung an Nukleinsduren
vermutlich keine strukturellen Anderungen des N-terminalen Bereiches notwendig sind. Auch
die Fahigkeit der Pentamere zur sequenzunspezifischen Bindung von dsDNA, ssDNA und
RNA spricht dafur, dass die Wechselwirkung mit Nukleinsduren keine strukturelle Um-
lagerung der Proteindoménen bendtigt, sondern die Affinitdt der DNA zum N-terminalen
Bereich des Proteins allein durch ionische Wechselwirkung mit den positiv geladenen Amino-

saureseitenketten vermittelt wird.

Die Bindung von PyVP1 an Nukleinsduren ist hochaffin und von der Salzkonzentration des
umgebenden Puffers abhangig. Die PyVP1-Pentamere binden dabei ber ionische Wechsel-
wirkungen reversibel an das Nukleinsdurertickgrat, wodurch trotz der hohen Affinitat eine
ausreichende Flexibilitat und somit eine essentielle VVoraussetzung fir die gerichtete Ver-
packung von Nukleinsduren in PyVLPs gegeben ist. Fur den Einsatz als Vektor fur genthera-
peutische Applikationen ist zudem relevant, dass die Bindung von PyVP1 an Nukleinsduren
von deren Sequenz und von der Art der Nukleinsaure unabhéngig ist. Lediglich die Lange der
Nukleinsdure ist limitierend fir die Verpackung in PyVLPs. Es konnte DNA mit einer Lange
von bis zu 1kb gerichtet in PyVLPs eingeschlossen werden. Im Gegensatz zu viralen
Vektoren werden hier allerdings weder ein Verpackungssignal noch andere virale Sequenzen
fir die Bindung an die viralen Proteine und fir eine gerichtete Verpackung benétigt. Dadurch
ist nicht nur die Bindung an, sondern auch die effiziente Verpackung verschiedener hetero-
loger DNA-, RNA- und von Oligonukleotid-Molekilen in PyVP1-VLPs moglich.

11 Assemblierung von PyVP1

In vivo assemblieren PyVP1-Pentamere im Zellkern um ein Minichromosom, das aus DNA
und zellularen Histonen gebildet wird (Garber et al., 1978). Die Rolle der kleineren Capsid-
proteine VP2 und VP3 ist bei diesem Prozess noch nicht vollstdndig geklart, vermutlich
dirigieren sie die Assemblierung der Capsomere um den Nukleinsaurekern, obwohl sie selbst
nicht an DNA binden (Chang et al., 1993). Die schrittweise Anlagerung von PyVP1 fiihrt zum
Austritt von Histon H1 aus dem minichomosomalen Komplex und zur Ausbildung des voll-
stdndigen viralen Capsides (Coca-Prados und Hsu, 1979). In vitro kann PyVP1 selbsténdig,
ohne die kleineren Hullproteine und ohne Minichromosom, spontan zu einem leeren virus-

ahnlichen Partikel assemblieren (Salunke et al., 1986).
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Abb. 11-1: Seitenansicht eines PyVP1-Pentamers mit an der Oberflache gebundenen Sialinsdureresten
(nach Stehle und Harrison, 1997). Ein Monomer ist in rot hervorgehoben, der zugehérige C-Terminus ist in
blau, der N-Terminus in gelb dargestellt. Diese Termini liegen nur im Capsid strukturiert vor. Der invasive
C-terminale Arm eines benachbarten Pentamers ist in hellblau abgebildet, die Calciumbindungsstellen sind
als griine Kugeln skizziert.

VLPs aus Polyoma-VP1-Pentameren haben eine ikosaedrische Struktur, die eine T = 7
Symmetrie aufweist. Sie werden aus 72 Pentameren gebildet (Liddington et al., 1991; Yan
etal., 1996). Die geordnete Zusammenlagerung dieser groRen Zahl von Molekilen ist ein
komplexer Prozess, der die Umlagerung bzw. Faltung der C- und N-terminalen Bereiche, die
Bindung von Calciumionen und die Ausbildung von Disufidbriicken beinhaltet (Stehle et al.,
1996; Klose, 2009). Dabei wird der C-terminale Arm eines Monomers durch Umlagerung des
N-Terminus des Nachbarmolekdls zu einer Art Klammer stabilisiert. Er bildet einen -Strang,
der mit dem f-sheet der Nachbaruntereinheit interagiert. Es kommt zur Ausbildung eines
jelly-roll Motivs, wodurch wiederum eine Ca®*-Bindungsstelle geformt und die Struktur durch
die Einlagerung von Calciumionen und die Ausbildung einer Disulfidbriicke weiter stabilisiert
wird (Abb. 11-1). Diese Einlagerung einer Domadne in eine andere Untereinheit kann als

domain swapping angesehen werden. Die Umordnung der C-terminalen Doméne flhrt zum
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Wechsel von intra- zu intermolekularen Interaktionen und erlaubt den Monomeren zu Multi-
meren zu assoziieren (Bennett et al., 1995).

In vivo wird dieser komplexe Assemblierungsmechanismus vermutlich sowohl durch hohe
lokale Konzentrationen der Capsidproteine als auch durch die Interaktion mit zelluléaren
Chaperonen stabilisiert (Richterova et al., 2001; Cripe et al., 1995; Chromy et al., 2003). Bei
der Assemblierung in vitro wurde neben reguléren Capsidstrukturen auch die Ausbildung ir-
regularer Strukturen wie Kleineren Assoziaten mit nur 8, 12 oder 24 Pentameren, filamentdse
Partikel oder amorphe Aggregate beobachtet (Salunke et al., 1989). Die Ausbildung der
irreguldren Produkte konnte besonders bei der Assemblierung bei niedrigen Salzkonzen-
trationen beobachtet werden. Ammoniumsulfat und hohe lonenstarken stabilisieren hingegen
den Assemblierungsprozess. Klose zeigte, dass die alleinige Zugabe von Ammoniumsulfat
bereits zur Assoziation der PyVP1-Pentamere fihrt und diskutiert einen strukturierenden
Einfluss dieses stabilisierenden Salzes auf die frei vorliegenden Termini und die interpenta-
meren Wechselwirkungen (Klose, 2009). Ohne stabilisierende Salze, wie Ammonium-,
Kalium- oder Natriumsulfat, ist die korrekte Capsidbildung stark beeintrachtigt (Jahn, 2002).
Neben Salzen der lyotropen Reihe (Hofmeister 1888) werden auch Polyolen stabilisierende
Eigenschaften fur Proteine zugeschrieben (Gekko, 1981). In der Tat lassen sich PyVP1-
Pentamere in Gegenwart von Sorbitol in Abwesenheit hoher Salzkonzentrationen zu VLPs
assemblieren.

Die Substitution des Ammoniumsulfats durch 25 % (w/v) Sorbitol verlangsamt den Prozess
der Assemblierung von PyVP1 zu VLPs, wobei die Kinetik einem &hnlichen Verlauf folgt. In
Gegenwart von Ammoniumsulfat ist die Assemblierungsreaktion bereits nach etwa einer
Stunde abgeschlossen, in dem viskoseren Sorbitolpuffer erst nach etwa drei Stunden. Die
Homogenitét der gebildeten VLPs hdngt dabei zum einen von der Proteinkonzentration und
zum anderen von der Salzkonzentration im Puffer ab, der Anteil von Kkleineren oder
filamentésen Nebenprodukten oder amorphen Aggregaten nimmt bei Proteinkonzentrationen
unter 0,3 mg/ml und bei Salzkonzentrationen unter 100 mM NaCl stark zu.

Auch die zwei PyVP1-Varianten PyVP1-Z und PyVP1-EgC konnen in Sorbitolpuffer bei
100 mM NaCl zu VLPs assemblieren, wobei sich PyVP1-Z sowohl bei der Dissemblierung
als auch bei der Assemblierung &hnlich der Wildtyp-Variante verhalt. PyVP1-EsC hingegen
kann bei Salzkonzentrationen <250 mM nicht zu freien Pentameren dissemblieren, da unter
diesen Bedingungen Aggregation als Nebenreaktion auftritt. Die fur die vollstandige Dissem-
blierung bendtigte Salzkonzentration unterdriickt auch die Bindung von PyVP1 an Nuklein-

séuren. Es ist daher wahrscheinlich, dass die positiv geladenen N-Termini der dissemblieren-
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den Untereinheiten mit der negativ geladenen Glutamat-Insertion auf der Oberflache des
PyVP1-EgC tber ionische Wechselwirkungen interagieren, wodurch groRe instabile Protein-
Komplexe und letztlich Aggregate entstehen. Dieser Effekt kann durch die Zugabe von
PyVP1 oder PyVP1-Z unterdriickt werden. Bei den getesteten Konzentrationsverhaltnissen
von bis zu 40 % PyVP1-EgC konnen sich moglicherweise nur noch zwei Pentamere als
»Dimer* zusammenlagern, was offenbar nicht mehr zu Aggregation fuhrt. Wahrend der
gemeinsamen Assemblierung mehrerer Spezies organisieren sich dann alle PyVP1-Varianten
in gemischten PyVLPs, die die Oberflacheneigenschaften der jeweils integrierten Molekule

entsprechend ihres Mischungsverhaltnisses aufweisen.

Diese kontrollierbaren und modular wahlbaren Eigenschaften erweitern die Mdglichkeiten fur
die variable Dekoration der PyVLPs mit bioaktiven Molekulen wie Antikdrpern fur die zell-
typspezifische Adressierung und Porenbildnern wie LLO fr die intrazelluléare Freisetzung aus
Endosomen (Stubenrauch et al., 2001; Gleiter und Lilie, 2001; Giinther, 2005). Die gerichtete
Dekoration der PyVVLP-Oberflache mit weiteren funktionellen Modulen kdnnte nun moglich
sein. Attraktiv wéren hierbei z.B. maskierende Molekile fiir die Reduktion der Immuno-
genizitat der PyVLPs. Neben der seit 1977 bekannten PEGylierung (Abuchowski et al., 1977;
O’Riordan et al., 1999) kénnte die Kopplung an organische Verbindungen oder die Deletion
bzw. Mutation besonders immunogener Sequenzen interessant sein. Bovines -Lactoglobulin
zeigte z.B. durch die Kopplung an Chitosan eine deutlich geringere Immunogenizitat nach der
Injektion in Mé&use (Aoki et al., 2006). Bei Papillomaviren wurde eine Reduktion des Levels
neutralisierender Antikdrper durch die Insertion von Peptidsequenzen in die Oberflachenloops
erreicht (Sadeyen et al., 2003).

12 Assemblierung in Gegenwart von Nukleinsauren

In vivo assemblieren die Capsidproteine um einen Kern aus Nukleinsauren, dessen GroRe
auch die Gestalt der viralen Hille bestimmen konnte. In vitro wurde bisher beobachtet, dass
die Gegenwart freier DNA bei niedrigen Salzkonzentrationen zu der Ausbildung eines DNA-
Proteinkomplexes flihrt und die weitere Assemblierung zu einem regelmaRigen Capsid unter-
drickt wird (Moreland et al., 1991). Elektronenmikroskopische Daten zeigen eine perlen-
schnurartige Anordnung von PyVP1-Pentameren um DNA-Molekile (Stokrova et al., 1999),

was besonders bei langen Nukleinséurestrangen zu einem trapping der Pentamere fiihren
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konnte, weshalb diese dann nicht mehr fiir eine Assemblierung zur Verfiigung stehen. Ahn-

liches wurde auch beim verwandten SV40 Virus beobachtet (Roitman-Shemer et al., 2007).

Statt runder VLPs fand Moreland nach der Coassemblierung von PyVP1 mit DNA bei
niedrigen lonenstarken im Elektronenmikroskop nur heterogene, amorphe Aggregate und fila-
mentdse ribbon like Strukturen. Auch nach der in dieser Arbeit verwendeten Assemblierungs-
methode zur Verpackung wurden neben runden VLPs vereinzelt filamentGse, hantelartige
Strukturen beobachtet, deren Dimensionen den Einschluss gestreckter DNA-Molekiile vermu-
ten lasst. Das Auftreten und die GroRe dieser filamentésen Sonderform konnte allerdings
nicht mit der Lange der eingesetzten Nukleinséure korreliert werden. Im Gegensatz zu den
von Moreland beschriebenen Assemblierungsprodukten fiihrten die in dieser Arbeit durch-

geflihrte Coassemblierung jedoch zum Schutz der Nukleinséuren vor Abbau durch Nukleasen.

Braun et al. beobachteten die Coassemblierung von PyVP1 und DNA in Gegenwart von
0,75 M Ammoniumsulfat im Assemblierungspuffer. Unter diesen Bedingungen wurde eben-
falls die Bildung von PyVP1-Capsiden beschrieben (Braun et al., 1999). Die rein ionische
Natur der Wechselwirkung erklart, warum die Assemblierung zu homogenen VLPs nicht
durch die Anwesenheit der groRen Plasmid-DNA-Molekiile inhibiert wurde. Die Interaktion
zwischen PyVP1 und DNA wird durch die hohe lonenstérke vollstandig unterdriickt, wodurch
die Pentamere frei beweglich fur die Ausbildung eines Capsides zur Verfligung stehen. Die
DNA kann unter diesen Bedingungen nicht effizient und gerichtet verpackt werden, der Ein-
schluss von Nukleinsduremolekiilen kann vielmehr nur statistisch erfolgen. Zur Verdeut-
lichung ein Beispiel: bei einer Proteinkonzentration von 0,36 mg/ml betragt das Gesamt-
Innenvolumen aller in 1 ml enthaltener PyVP1-Capside knapp 300 nl. Bei einer DNA-Kon-
zentration von 73 nM eines 184 bp-Fragmentes wiirden ohne spezifische Wechselwirkung
statistisch nur 21 fmol in diese VLPs verpackt werden, d.h. 1 %o aller Capside enthielte ein
DNA-Molekil. Wie in dieser Arbeit gezeigt, ermdglichte die Assemblierung zu PyVLPs bei
niedrigen Salzkonzentrationen eine Wechselwirkung von linearer DNA mit PyVP1-Penta-
meren, was eine gerichtete Verpackung der DNA erlaubte. Statt der 21 fmol konnten dadurch
bei gleichem Ansatz 11 pmol der DNA verpackt werden, was einer Beladungsdichte von 2,1

Capsiden pro DNA-Molekiil entspricht.

Der entscheidende Unterschied der in dieser Arbeit durchgefiihrten Verpackung von Nuklein-
séuren gegeniber bisherigen Protokollen zur Beladung von PyVLPs ist der effektive Schutz
der verpackten Nukleinsdure vor Degradation durch Nukleasen. Nach der Coassemblierung
von PyVP1 und DNA oder RNA in Sorbitol-Assemblierungspuffer konnten die beladenen
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Abb. 12-1: Elektronenmikroskopie von beladenen Pseudovirionen (Soeda et al., 1998). Links: Mit
Plasmid-DNA beladene Pseudovirionen nach osmotischem Schock (nach dem Protokoll von Barr et al.,
1979). Grol3e Bereiche der DNA liegen ungeschiitzt vor (graue Faden) und nur wenige Capside sind an die
DNA gebunden (schwarze Punkte). Rechts: Pseudovirionen, die mit Plasmid-DNA durch osmotischen
Schock beladen und anschlieBend mit Polylysin versetzt wurden. Die vorher freiliegende DNA ist nun als
kondensierter kurzer Strang aulerhalb der Capside zu erkennen (Pfeile). Bei umgekehrter Reihenfolge der
Inkubation (DNA mit Polylysin und anschlieBender Zugabe der Pseudovirionen) entstehen vernetzte hoch-
molekulare Aggregate. Beides filhrt, ebenso wie die Kondensation der DNA nur mit Polylysin, zum Schutz
vor Degradation durch DNase I.

PyVLPs mit 2000 U/ml Benzonase inkubiert werden und anschlieBend verpackte DNA und
siRNA nachgewiesen werden.

In friheren Arbeiten wurde bereits von ,Verpackung“ (enpackaging) von Nukleinsiuren
berichtet, wenn der Schutz vor nukleolytischem Abbau durch Inkubation mit wenigen Units
DNase | nachgewiesen werden konnte. Diese Nuklease degradiert nur ineffizient an Protein
gebundene oder in hochmolekularen Komplexen z.B. aus Polylysin eingeschlossene DNA
(Nony et al., 2003; Soeda et al., 1998). An die Oberflache praassemblierter PyVLPs gebun-
dene Plasmid-DNA ist fir DNase | kaum zuganglich und wurde somit als ,,verpackt” ein-
gestuft. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Plasmid-DNA nach ,,Verpackung* durch
osmotischen Schock zeigen jedoch grofRe Bereiche freier DNA, an der PyVLPs angelagert
sind (Abb. 12-1, linkes Bild; Soeda et al., 1998). Die Zugabe von Polylysin zu den VLP-
DNA-Komplexen kondensierte die freie DNA (Abb. 12-1, rechtes Bild) und verbesserte den
Schutz vor Abbau durch DNase I. Dieser war allerdings bereits nach der Zugabe von
Polylysin auch ohne VLPs vollstandig inhibiert. Auch die Daten von Braun sprechen dafr,
dass die Nukleinséure nach Beladung durch osmotischen Schock unspezifisch an die AufRen-
seite der PyVLPs adsorbiert ist, da der Anteil geschitzter DNA von der Menge eingesetzter
DNase | ab hing (Braun et al., 1999). Daten zur ,,Verpackung* von Plasmid-DNA mit 5 kb

und mehr sind entsprechend kritisch zu betrachten. So beschrieben Goldmann et al. (1999) die
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Verpackung von Plasmid-DNA in VLPs des humanen JC Virus. Die DNA war gegenuber
DNAse | resistent, die spatere Verwendung von Benzonase flihrte jedoch zur partiellen
Degradation der Plasmid-DNA (Ast et al., 2005).

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass mit zunehmender Lange der DNA-Fragmente die
Verpackungsausbeute und -effizienz sinkt. Lineare dsDNA mit > 1 kb konnte nicht mehr
nachweisbar durch Verpackung in PyVLPs vor Abbau durch Benzonase geschitzt werden.
Auch das zirkularisierte MIDGE-Plasmid konnte nicht effizient und geschutzt verpackt
werden. Diese DNA-Molekiile sind in unkondensierter Form sehr groR8 und bieten viel Ober-
flache fur die Anlagerung der Pentamere (Stokrova et al., 1999; Roitman-Shemer et al.,
2007), wodurch die Assemblierung zu intakten PyVLPs gestort sein kann. Das verwandte
SVA40 ist nur in Gegenwart von nukledaren Extrakten in der Lage, mit gréReren DNA-Mole-
kilen wie Plasmiden nach Coassemblierung VLPs zu bilden. Mdglicher Weise unterstiitzen

Chaperone auch in vitro die Assemblierung zu Viruscapsiden (Oppenheim et al., 2008)

Der Einsatz polykationischer Substanzen wie Spermidin, Protamin, Polylysin und Poly-
ethylenimin zur Kondensation der DNA vor der Verpackung verbesserten die Verpackungs-
ausbeute nach Coassemblierung in Sorbitolpuffer nicht (Daten nicht gezeigt). Diese Polykat-
ionen sind zwar in der Lage DNA zu kondensieren und wurden erfolgreich zur Transfektion
sowohl von Antikorper-Polykation-DNA-Komplexen als auch im Komplex mit viralen Hull-
proteinen eingesetzt (Suzuki et al., 2003, 2004; Cotten et al., 1992; Wagner et al.,1992 a, b),
durch die Kondensation mit Polykationen entstehen allerdings 80-100 nm groRe toroidale,
donut like Strukturen, die offenbar nicht mehr von PyVP1 in VLPs eingeschlossen werden
kdnnen (Soeda et al., 1998). Neben der GroRe der Toroide kann eine weitere Ursache fir die
Inhibition der Verpackung die Abschirmung der negativen Ladung des Nukleinsdurerick-
grates durch die Polykationen sein, wodurch der N-Terminus von PyVP1 nicht mehr binden
und eine gerichtete Verpackung vermitteln kann. Bedenklich im Hinblick auf die Ver-
wendung als Gentherapeutikum sind zudem die, bei allen bisher eingesetzten Polykationen
zur Kondensation der DNA beobachteten, signifikanten toxischen Effekte auf Zellen.

Im physiologischen Kontext tGbernehmen Histone die Kondensation der viralen DNA. Im
Nukleosom ist nur ein kleiner Teil der negativen Ladung der Nukleinsdure abgeschirmt, so
dass die Wechselwirkung mit den viralen Proteinen moéglich bleibt. Solche Histon-DNA-
Komplexe wurden nach Kopplung von Antikérpern und einem viralen Oberflachenpeptid,
abgeleitet von Hamagglutinin, schon fur die Transfektion von Zellen eingesetzt (Deas et al.,

2002). Auch die Rekonstitution von Nukleosomen in vitro wurde beschrieben (Luger et al.,
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1999), lieB sich hier allerdings nicht auf praparative Malistabe Ubertragen. Nach der prapa-
rativen Rekonstitution konnten nur hochmolekulare Aggregate nachgewiesen werden und die
Coassemblierung mit PyVP1 fihrte zu keinem verbesserten Nukleaseschutz.

Die Verpackung kurzer Nukleinséuren in PyVLPs ist auch ohne Kondensation durch polykat-
ionische Substanzen sehr gut mdglich. Nukleinsduren < 300 bp lassen sich mit guten Aus-
beuten durch Coassemblierung mit PyVP1 in VLPs einschlielen. Die Verpackung von siRNA
erlaubte bei den getesteten Konzentrationsverhaltnissen sogar die Beladung jedes PyVLPs mit
mindestens einem siRNA-Molekdl. Eine Optimierung der Verpackung mit hoheren siRNA-

Konzentrationen im Ansatz kdnnte diese Ausbeute sogar noch verbessern.

13 PyVLPs als Vektor fur die Gentherapie

Der Transfer heterologer DNA in Zellen wurde mit Pseudovirionen und PyVP1-VLPs nach
Adsorption der DNA an die Partikeloberflache gezeigt. Die Transfektionsraten der rekom-
binant produzierten PyVP1-VLPs bewegen sich im Allgemeinen jedoch im unteren einstel-
ligen Bereich, nach Transfektion mit zelltypspezifischer Adressierung durch gekoppelte
Antikorpermolekiile gegen den Lewis'-Rezeptor lag die Transfektionsrate bei 0,45 % mit
PyVP1-Z-VLPs und 0,1 % mit PyVP1-EgC-VLPs.

Wéhrend fur die Applikation in vitro der Schutz vor extrazellularen Serum-Nukleasen nach-
rangig ist, da Zellen in Zellkultur kurzfristig auch in Puffern ohne Serum inkubiert werden
kdnnen, ist der Schutz vor Nukleasen in vivo duBerst wichtig (Lecocq et al., 2003), weshalb in
dieser Arbeit der Fokus auf der Entwicklung eines Assemblierungsverfahrens lag, bei dem
DNA und siRNA in PyVLPs verpackt und vor Abbau geschtzt werden.

Bei der Transfektion in vivo muss das genetische Material mehrere Hurden bis zur
erfolgreichen Translation und somit detektierbarer Expression tberwinden. Diese lassen sich
in vier Abschnitte einteilen: a) Transport der DNA zu den Zielzellen, b) Aufnahme der DNA
in die Zellen, c) intrazelluldrer Transport und Freisetzung der DNA und d) Transkription und
Translation der eingeschleusten Gene.

Waihrend PyVP1 nach Bindung an die stark glykosylierten, sialinsdurehaltigen Ganglioside
GT1b und GD1a in monopinozytische Vesikel in Zellen aufgenommen wird, erfolgt die Auf-
nahme nach der zelltypspezifischen Adressierung mit auf PyVLPs gekoppelten Antikorper-
molekulen durch rezeptorvermittelte Clathrin-abhdangige Endozytose (Tsai et al., 2003;
Gilbert und Benjamin, 2004; Richterova et al., 2001; May et al., 2002; Gleiter und Lilie,

2003). Diesen Weg nutzt auch das humane Polyomavirus JCV als einziges Virus dieser
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Abb. 13-1: Schematisches Modell der Aufnahmemechanismen infektioser Polyomaviren. Das murine
Virus (mPyV), das Affenvirus SV40 und das humane BK-Virus werden tiber Caveolae in monopinozytischen
Vesikeln aufgenommen, die spéter mit dem Caveosom, einer Sonderform des endosomalen Kompartiments,
fusionieren. JCV nutzt als einziges Virus den fir rezeptorvermittelte Endozytose typsichen Clathrin-
abhéngigen Internalisierungsweg und gelangt tber den Umweg des friihen Endosoms ebenfalls ins Caveo-
som. Von dort gelangen mPyV, SV40 und vermutlich auch die humanen Viren Uber tubuldre Strukturen zum
ER und anschliefend zum Kern (Neu et al., 2009; adaptiert von Marsh und Helenius, 1989, 2006).

Klasse. Eine Ubersicht der Aufnahmewege der vier bestuntersuchten Polyomaviren zeigt
Abbildung 13-1. Monopinozytische Vesikel fusionieren nach der Aufnahme mit peripheren
Endosomen bzw. dem Caveosom. Anders als umhdllte Viren wie z.B. das Influenza-Virus
kann Polyoma nicht mit der Membran der Endo-/Lysosomen fusionieren, um dem Abbau in
diesem Kompartiment zu entkommen. Der genaue Aufnahmeweg fiir PyVLPs ist noch nicht
vollstandig verstanden (Liebl et al., 2005). Vermutlich umgehen die PyVLPs das spate
Endosom und entgehen dadurch lysosomaler Degradation (Mannova und Forstova, 2003).

Fur die rezeptorvermittelte Endozytose der PyVLPs wurde die Lokalisation in lysosomalen
Kompartiment als Limitierung der Transfektion nachgewiesen (Gunther, 2005; Klewitz,
2007). Es konnte zwar gezeigt werden, dass 55 % der mit PyVP1-EgC-VLPs inkubierten
Zellen an die VLP-Oberflache adsorbierte DNA aufnehmen (Edlich, 2006), allerdings konnte
Gunther die Colokalisation der PyVLPs mit lysosomalen Proteinen nachweisen und auch
Klewitz zeigte mit einem cytosolischen Expressionssystem, dass nicht der Transport der
heterologen DNA zum Kern, sondern deren Freisetzung aus dem Lysosom ein Kritischer

Schritt ist. Die Transfektionsrate konnte durch Chloroquin um bis zu 60 % gesteigert werden
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(Klewitz, 2007). Auch die Kopplung des Porenbildners LLO auf die Oberflache von PyVP1-
EsC-VLPs erhohte die Transfektionsrate entsprechend deutlich von 0,1 % auf 2,5 % (Gunther,
2005).

In dieser Arbeit wurde die zellulare Aufnahme von verpackter DNA und siRNA betrachtet
und der funktionelle Transfer von Plasmid- und von MIDGE-DNA konnte gezeigt werden,
letzteres allerdings nur ohne vorherige Inkubation der beladenen PyVLPs mit Benzonase. Die
Transfektion von verpackter und an die Oberflache adsorbierter sSiRNA durch PyVLPs fiihrte
bei der EGFP-exprimierenden Zelllinie d2EGFP-MCF7 zu keiner nachweisbaren Ab-
schwachung der EGFP-Expression, obwohl mindestens 12 % der eingesetzten siRNA in der
Zellfraktion nachgewiesen wurde. Eine Diskrepanz zwischen Aufnahme von siRNA und
induzierter RNAIi wurde auch beim Einsatz artifizieller Systeme beobachtet. So wurde nach
der Transfektion von Lipid-Peptid-siRNA-Komplexen, bei denen stearyliertes Oktaarginine
(Stearyl-Rg) als Polypeptid fungierte, in 50 % der Zellen RNAI induziert, obwohl 73 % der
Zellen die siRNA aufgenommen hatten (Tonges et al., 2006). Nach Lipofektion mit
Lipofektamin 2000 war der Unterschied ebenfalls deutlich. 84 % der Zellen hatten siRNA
aufgenommen, die Expression des Reportergens wurde aber nur auf 70 % reduziert.
Lipofektamin ist eins der etabliertesten Agenzien fur die in vitro Transfektion z.B. in Zell-
kultur mit Transgen-Expressionsraten von 60-80 %.

In friheren Arbeiten zu PyVP1-VLPs konnte gezeigt werden, dass der PyVP1 vermittelte
Gentransfer zu 3-5 % B-Galactosidase exprimierender Zellen fiihrt. Geht man davon aus, dass
die Freisetzung von Plasmid-DNA und von siRNA durch die gleichen Limitationen — das
lysosomale Kompartiment und intrazelluldare Nukleasen — begrenzt wird, ist eine Transfek-
tionsrate von 3-5 % zu gering, um den Effekt von siRNA durch gene silencing nachweisen zu

kodnnen.

Grinde fur diese niedrigen Transfektionsraten mit PyVP1 kdnnen neben der limitierten Frei-
setzung aus dem Lysosom auch der intrazelluldre Transport der PyVP1-VLPs und strukturelle
Umlagerungen im viralen Protein sein. Cavaldesi beschreibt eine konformationelle Anderung
des Proteins nach Bindung von PyVP1 an die Sialinséure-haltigen Rezeptoren auf der Zell-
oberflache (Cavaldesi et al., 2004) und Magnuson beobachtete eine veranderte Hydropho-
bizitdt der Virushille nach Interaktion mit Zellproteinen, unter anderem mit dem im ER
lokalisierten Chaperone ERp29, wodurch es zur Konformationséanderung des C-Terminus von
PyVP1 kommt (Magnuson et al., 2005). Dies fuhrt dazu, dass VP2 exponiert wird, die
Partikel an Membranen binden und diese dann perforieren konnen (Rainy-Barger et al., 2007).

Obwohl die Kristallstruktur keine Anhaltspunkte fur diese strukturellen Umlagerungen liefert,
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kdnnte sowohl die Konformationsanderung als auch die Exposition von VP2 eine Rolle beim
Transport und intrazellularer Funktion der viralen Partikel spielen, zumal PyVLPs mit
Deletionen in den kleinen Hullproteinen VP2 und VP3 eine geringere Infektiositat aufweisen
(Mannova et al., 2002).

Die unterschiedliche Partikelzusammensetzung mit und ohne den kleinen Hillproteinen VP2
und VP3 sowie die Produktion in verschiedenen Expressionssystemen macht die Vergleich-
barkeit der Daten zum Zelltransfer von Pseudovirionen und PyVP1-VLPs schwierig. Publika-
tionen zur Aufklarung des intrazellularen Transports basieren z.B. weitgehend auf Arbeiten
mit Pseudovirionen, also Partikeln mit PyVP1, VP2 und VP3, wahrend das intrazellulare
Schicksal der PyVP1-VLPs vorrangig phdnomenologisch als Momentaufnahme beobachtet
wurde, um den proof-of-principle zur Eignung als Gentherapievektor zu liefern. Weder der
intrazellulare Weg rekombinant hergestellter PyVP1-VLPs noch ein moglicher Einfluss post-
translationaler Modifikationen der Hullproteine ist vollstandig aufgeklart. In &lteren Arbeiten
von Mackay und Consigli bzw. Maul wurde z.B. beobachtet, dass leere Virionen sich von
»gefullten®, infektidsen Virionen bei der intrazellulédren Lokalisation unterscheiden (Mackay
und Consigli, 1976; Maul et al., 1978). Wahrend die gefillten Virionen bis zum Kern
transportiert werden, enden leere Virionen in endosomalen Vesikeln, wo sie degradiert
werden. Es ist denkbar, dass auch rekombinanten PyVP1-VLPs unabhangig von der initialen
Rezeptorbindung dieses Schicksal zuteil wird, was eine Ursache fur niedrige Transfektions-

raten sein kann.

Fur eine funktionelle Expression heterologer DNA ist die cytoplasmatische Freisetzung des
Erbmaterials allein noch nicht ausreichend (Dauty und Verkmann, 2005; Subramanian et al.,
2002). Ein weiterer limitierender Faktor fur den funktionellen Gentransfer kénnte die trans-
kriptionelle Inaktivierung der bakteriell hergestellten Plasmid-DNA sein (Glover et al., 2005;
Chen et al., 2004). Ursachlich hierfir ist die, gegenuber S&ugerzell-DNA, fehlende Methy-
lierung bakterieller DNA. Diese kann in Eukaryonten de novo erfolgen. Die Methylierung von
Promotorsequenzen flhrt allerdings zu verénderter Chromatinbildung und nach Anlagerung
deacetylierter Histone zu weiterer Repression der Transkription. Der Einfluss von Kompo-
sition und Herstellung der DNA auf die Effizienz eines Gentransfersystems wurde von
Wiethoff und Middaugh gezeigt (Wiethoff und Middaugh, 2003). In der Tat konnte der
Einsatz des Histon-Deacetylase-Inhibitors Trichostatin A die Transfektionsrate eines ternéaren
Komplexes aus Antikdrper-Plasmid-DNA-LLO um das zehnfache steigern, blieb allerdings
wirkungslos bei der Transfektion mittels PyVLPs (Glnther, 2005). Diese Beobachtung
bestatigt die Theorie der lysosomalen Degradation der beladenen PyVLPs. Hierfiir sprechen
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auch die Daten von Klewitz: er konnte keinen Unterschied zwischen der cytosolischen
Expression mittels des T7-Polymerase-Expressionssystems und der kernbasierten Expression
nach PyVLP-vermittelter Transfektion eines Plasmids detektieren. In beiden Féllen konnte zu-
dem die Expression des Transgens durch den Einsatz von Chloroquin deutlich erhéht werden.
Auch auf die funktionelle Transfektion von siRNA und anderen Antisense-Oligonukleotiden
wie DNAzymen hat die de novo-Methylierung keinen Einfluss. Hier ist die lysosomale Loka-
lisation und Degradation der beladenen PyVLPs vermutlich der entscheidende und limi-
tierende Faktor. Im Gegensatz zur Genexpression, bei der nur wenige DNA-Molekile
funktional in den Zellkern gelangen missen, um einen messharen Effekt zu erzielen, missen
wesentlich mehr Antisense-Molekdle in das Cytosol der Zellen geschleust werden, um zu
einem detektierbaren gene silencing eines konstitutiv exprimierten Reportergens zu fuhren.
Beim Einsatz der modifizierten PyVP1-Varianten PyVP1-Z, PyVP1-EgC und gemischter
VLPs aus diesen Proteinen fur den Transfer von siRNA ist daher zunéchst eine Optimierung
der lysosomalen Freisetzung bzw. des intrazelluléaren Transportes der PyVLPs nach rezeptor-
vermittelter Endozytose erforderlich. Hierfur wurden in der Literatur bereits mehrere Ansatze
zur Verbesserung artifizieller Transfektionssysteme beschrieben, darunter z.B. pH sensitive
fusogenic peptides. Solche ,,Protonenschwamme® wurden u.a. bei der Transfektion mittels
kationischer Lipidkomplexe beschrieben. Die Inhibition der endosomalen Ansdauerung oder
die Modulation der Interaktion mit Integrinen z.B. durch auf den VLPs exponierte Peptide

(viralen) Ursprungs konnten weitere Ansatzpunkte sein.

In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung von PyVP1 mit Nukleinsduren charakterisiert und
diese Erkenntnisse fur die Entwicklung eines Verfahrens zur Coassemblierung von Nuklein-
sduren und PyVP1 entwickelt. Dieses fuhrte zu gerichteter und effizienter Verpackung ins-
besondere kurzer Nukleinsduren in PyVLPs, was durch umfangreichen Schutz vor Nukleasen
nachgewiesen werden konnte. Unter den gleichen Bedingungen lies sich auch in VLPs der
Varianten bzw. in gemischte VLPs mit PyVP1-Z und PyVP1-EgC Nukleinsdaure verpacken.
Der durch PyVLPs vermittelte funktionelle Gentransfer mit MIDGE- und Plasmid-DNA
konnte in Zellkultur bestétigt werden, obwohl diese Nukleinséuren nicht in die PyVLPs ver-
packt werden konnten. Auch die zellulare Aufnahme von Antisense-Oligonukleotiden durch
PyVLP vermittelten Transfer nach Verpackung von siRNA in und Adsorption an PyVLPs
wurde gezeigt.

Fur den erfolgreichen funktionellen Transfer dieser Wirkstoffe wére es allerdings sinnvoll,
zunachst das intrazelluldre Schicksal der beladenen PyVLPs zu verbessern und deren Degra-

dation in lysosomalen Vesikeln zu umgehen. Studien zum intrazellularen Transport rekombi-
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nanter PyVP1-VLPs kénnen dabei das Wissen (ber die Transportwege von Virionen und
Pseudovirionen sinnvoll erganzen.

Die in dieser Arbeit gezeigte multimodulare Komposition verschiedener PyVP1-Varianten
innerhalb eines VLPs bietet variable Moglichkeiten zur Kopplung bioaktiver Molekule auf die
Oberflache der PyVLPs, die nicht nur die Zelladressierung sondern auch den intrazelluléren

Weg von Internalisierung bis Kerntransport beeinflussen kénnen.

Langfristig sollte fir den Einsatz als Gentherapeutikum auch die Immunogenizitat der
PyVLPs herabgesetzt werden. Die serologische Kreuzreaktivitat zwischen verschiedenen
Polyomaspezies ist bekannt (Viscidi und Clayman, 2006). D.h. bereits die erste Applikation
der murinen Polyoma-VLPs kann zu einer neutralisierenden Immunantwort fihren und eine
wiederholte Gabe vereiteln. Die Modifikation oder Dekoration der PyVLP-Oberflache muss
mit Bedacht erfolgen, um die benétigten Funktionalitdten zu Zellaufnahme, Transfer und

Nukleinsdurefreisetzung nicht zu blockieren.

PyVLPs stellen ein sicheres Gentransfersystem mit viel Potential dar. Das Hullprotein PyVP1
kann robust von Kontaminanten wie Fremdproteinen und vor allem Wirts-DNA gereinigt und
in ausreichenden Mengen hergestellt werden. Die Verpackung funktionaler Nukleinsduren ist
unter definierten und gut kontrollierbaren Bedingungen mdglich. Fir die noch zu tUberwin-
denden intrazellularen Hindernisse, die einer hohen Transfektionseffizienz entgegenstehen,
konnen Lésungsstrategien, z.B. Freisetzungsmodule, zum endosomal escape genutzt werden,
die die Natur bereits bei anderen infektiosen Pathogenen gefunden hat. PyVLPs bieten die
Madglichkeit, diese Module im Baukastenprinzip gut dosiert und gezielt zu kombinieren. Nun
gilt es, die richtigen Molekule zu wahlen und die PyVLPs den Erfordernissen entsprechend

auszurusten.
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AbkUlrzungsverzeichnis
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dsFv disulfid stabilisiertes Fv-Fragment eines Antikdrpers
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EBV Eppstein Barr Virus
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