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1. Zusammenfassung

Erbkrankheiten stellen eine grol3e Herausforderuinglie Humanmedizin dar. Das Ziel der
somatischen Gentherapie besteht in der Reparates defekten oder falsch regulierten Gens
durch Insertion einer intakten Gensequenz. Neben Atevendung gentherapeutischer
Verfahren fur die Therapie von monogen bedingtenetischen Erkrankungen wird die
somatische Gentherapie auch zur Therapie von Kiefasd&ungen und chronischen
Virusinfektionen eingefiihrt. Zur Ubertragung deaf3gens sind unterschiedlidhevivo-, ex
vivo- und in vitro-Verfahren entwickelt worden, die unterschiedlictier- und Nachteile
hinsichtlich Verpackungskapazitat, Immunitét, Agptionsweise und Sicherheit bieten. Eine
vielversprechende Mdglichkeit der Gentherapie tstié Verwendung von Virus-ahnlichen
Partikeln (virus like particles, VLP) dar. Ein migyler Ausgangspunkt fur die Entwicklung
von VLP fir eine gentherapeutische Anwendung is$ thauptkapsidprotein VP1 des
Hamsterpolyomavirus (HaPyV), das nach heterologgréssion in der Hef8accharomyces
cerevisiaezu VLP assembliert.

Eine Zielstellung dieser Arbeit war die Etablieruvgn Methoden zur Enkapsidierung von
Fremdplasmid-DNA in HaPyV-abgeleiteten VLP und zusachweis der erfolgreichen
Verpackung der DNA. Hierfir wurde ein bereits eibés System zur Synthese und
Reinigung von Hefe-exprimierten HaPyV-VP1-VLP vendet, die das virale Kapsidprotein
VP1 enthalten. Die hier entwickelte Methode zum péeken von Fremdplasmid-DNA
besteht in der Dissoziation der VLP, dem Hinzufiigeer Plasmid-DNA und der
Reassoziation der VLP. Fur den Nachweis der VLPsBemablierung und der damit
verbundenen Verpackung der Plasmid-DNA wurden Weesene Verfahren untersucht. Mit
Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese kann die Asstiaim der VLP mit Nukleinsaure leicht
nachgewiesen werden. Eine zusatzliche DNase-Belmagdind anschlielBende Agarose-
Gelelektrophorese-Analyse bestatigte den Schutzveesackten Plasmids gegenuber der
DNase-Wirkung, so dass von einer Enkapsidierung Rlasmids in reassemblierte VLP
ausgegangen werden kann. Der Nachweis einer Reblésemg von VLP konnte durch
elektronenmikroskopische Verfahren erbracht werdém Gegensatz dazu ist ein
Hamagglutionationstest nicht fur die Unterscheidwog dissoziierten und reassemblierten
VLP geeignet.

Ein zweiter Schwerpunkt der Arbeit lag in der imrologische Charakterisierung der VLP
verschiedener Polyomaviren, um mogliche negativdekiifd einer préexistierenden

Polyomavirus-spezifischen Immunitat abschatzendunkn. Von entscheidender Bedeutung



fur einen Einsatz von HaPyV-abgeleiteten VLP zumbhoen Gentherapie ist die mdgliche
Kreuzreaktivitdt von VP1 des HaPyV und humaner &uolgviren insbesondere wegen der
hohen Durchseuchungsrate der Bevdlkerung mit huathogenen Polyomaviren (BK-
Polyomavirus 90% und JC-Polyomavirus 70%). Wegangie3en Sequenzéhnlichkeit der
VP1-Proteine der verschiedenen Polyomaviren mul3 emer starken Kreuzreaktivitat
ausgegangen werden. Bei allen untersuchten, spbtaBgV-infizierten Syrischen Hamstern
wurde die Bildung von VP1-spezifischen Antikdrperachgewiesen. Daneben wurden bei
fast allen infizierten Hamstern auch Antikorper Imgewiesen, die gegen die anderen beiden
Kapsidproteine von HaPyV, VP2 und VP3, gerichtetdsiDie flr diese Untersuchungen
eingesetztenE. colirexprimierten Dehydrofolatreduktase (DHFR)-Kapsatpin-Fusionen
sind zum Nachweis von VP1-, VP2- und VP3-spezigschAntikdrpern geeignet. Der
Nachweis von VP2/VP3-spezifischen Antikérpern bastfallen infizierten Tieren kdnnte
zukUnftig die Basis fur die Entwicklung von DIVA (fterentiation of Infected and
Vaccinated Animals)- basierten Diagnostik- und \iakzVerfahren darstellen, bei denen
VP1-abgeleitete VLP als Vakzine eingesetzt werdgim ausschliel3lichen Nachweis von
anti-VP1-Antikdrpern wirde es sich um das Ergelemer VP1-VLP-Vakzinierung handeln,
wahrend es sich beim zusétzlichen Nachweis von (P2 VP3-spezifischen Antikdrpern
um eine Polyomavirus-Infektion handeln wirde. Ume dkreuzreaktivitdt der Hefe-
exprimierten VP1-Proteine von HaPyV und der humé#mgenen Polyomaviren BKPyV und
JCPyV zu untersuchen, wurden Western Blot-Analysed ELISA-Untersuchungen unter
Verwendung von monospezifischen Kaninchenseren S&igtn spontan HaPyV-infizierter
Hamster durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, wie etetafir alle untersuchten Polyomaviren
eine, wenn auch zum Teil schwache Kreuzreaktiviie beobachtete Kreuzreaktivitat
zwischen VLP verschiedener Polyomaviren kénnte dieser mehrfachen Applikation von
HaPyV-abgeleiteten VLP in der Gentherapie ein Rnobl darstellen, das jedoch
maoglicherweise durch gentechnische Modifikation amtlominanter Epitope im HaPyV-
VP1 oder durch Verwendung von VLP unterschiedlidP@yomaviren geldst werden konnte.



2. Einfihrung
2.1. Genetisch bedingte Erkrankungen und deren Thapie

Grundlegendes Ziel der pharmakologischen Medizin ®e Beseitigung der
krankheitsausldsenden Ursache oder die LinderungSyanptomen und Beschwerden. Viele
Erkrankungen, insbesondere genetisch bedingteielptz sich bisher noch einer definitiven
Heilung. Bei genetisch bedingten Erkrankungen iisé édeilung oder zumindest Linderung
des Leidens nur durch eine ,Reparatur des zugrliedenden genetischen Fehlers moéglich.
In der Regel werden genetisch bedingte Erkrankunglumrch eine veranderte
Aminosauresequenz oder eine fehlerhafte Expressi@s Proteins hervorgerufen.

Ziel einer Gentherapie ist es, entweder das deféktedirekt durch ein funktionsttichtiges
zu ersetzen oder durch zusatzliche Integrationseimakten Gens ausreichende Mengen des
normalen Expressionsproduktes in der Zelle zu sxhaln der Gentherapie wird momentan
intensiv nach Mdglichkeiten gesucht, intakte Gemeadie Korperzelle zu transferieren und
somit das bendétigte bisher fehlende, verénderte imdeu geringen Mengen synthetisierte
Protein herzustellen. Voraussetzung hierflr istéazhst die Identifizierung der Ursache der
genetischen Storung und die Klonierung des entbpreten intakten Gens (Gassen und
Minol, 1996).

2.1.1. Monogen und polygen bedingte Erbkrankheiten

Monogen bedingte Erbkrankheiten, wie z.B. Mukowsse, Hamophilie oder
Sichelzellandmie, zeichnen sich durch Punktmutatioeinem Gen aus. Ein Prozent aller
Neugeborenen sind von einer der bisher 4.000 bé&anangeborenen, monogen bedingten
Erkrankungen betroffen (Gassen und Minol, 1996).

Bei polygen bedingten Erkrankungen fihren mehrefekde Gene oder die unzureichende
Produktion der durch sie kodierten Proteine zuregrb6hten Pradisposition fur bestimmte
Leiden. Hierzu z&hlen z.B. einige maligne Tumoradulter Diabetes mellitus oder Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Eine mégliche Behandlurmgégsgie ist die gezielte Einschleusung
eines Gens zur Synthese eines therapeutisch wigksdnoteins. Denkbar ware z.B. das
Einbringen des Insulingens bei insulinpflichtigenalietes.

Speziell bei malignen Erkrankungen ist z.B. eineidgrung der Immunogenitat der
Tumorzellen erwiinscht, um die korpereigene Abwetr aktivieren. Dies kann durch
Einfuhrung fremder Antigene in die Krebszellen mine werden. Die Anti-Tumor-Wirkung
von krebsspezifischen Immunzellen kann durch Teangbn Cytokingenen erhoht werden.
Weitere Ansatzpunkte fur eine Tumortherapie sinel Binflhrung von Apoptosegenen in



Tumorzellen, die Verhinderung der Expression vokddenen, die Ubertragung von intakten
Tumorsuppressorgenen oder die Zerstérung von Tuwtenz durch Ubertragung von

Toxingenen, die unter der Kontrolle von tumorspeezifen Promotoren stehen.

2.1.2. Genetische Pradisposition fur Infektionskriheiten

Neben den Anwendungen zur Therapie von mono- ohadyen bedingten Erbkrankheiten
eroffnet die Gentherapie auch Heilungschancen rifekfionskrankheiten, insbesondere bei
persistierenden Virusinfektionen wie chronischempatgis B und C oder Infektionen mit
humanen Immundefizienzviren (HIV). Dabei wird durdie gezielte Inhibition eines viralen
Gens versucht, die Vermehrung des Virus dauerhaftuaterbinden und damit den
Krankheitsverlauf positiv zu beeinflussen (Podbrega02).

Bei der Infektion von Cluster of Differentiation @D4)-Zellen durch HIV und dem
Eintritt von HIV in die Zelle gibt es drei mdglich@&ngriffspunkte flr eine antivirale
Therapie. Die Bindung von HIV an den CD4-Rezeptéittachment” — Angriffspunkt der
Attachment-Inhibitoren), die Bindung an CorezeptorgAngriff der Corezeptor-
Antagonisten) und schlieRlich die Fusion von Virusnd Zelle (Angriff der
Fusionsinhibitoren). Alle drei Wirkstoffklassen wlen zum jetzigen Zeitpunkt als Entry-
Inhibitoren zusammengefasst (Esté and Telenti, REY gibt Félle von Resistenz, die durch
eine Mutation im CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5 (CORRezeptorkodierenden Gen
verursacht werden. Menschen besitzen zwei KopienGf{eR5-Gens, je eine von Mutter und
Vater ererbt. Bei etwa einem Prozent der Bevolkgrighlt eine kurze Sequenz des CCR5-
Gens vollstandig in beiden Kopien. Dadurch sind athn ihnen gebildeten CCR5-Rezeptor-
Proteine verandert. Obwohl dies die normale Funktier Leukozyten nicht zu beeinflussen
scheint, kann das Virus nicht an sie binden (Celkegl., 2009). Diese Erkenntnis kénnte zur
gezielten Einschleusung eines mutierten CCR5-Gamatgt werden, um eine suffiziente

Infektion zu verhindern.

2.2. Gentherapieverfahren
2.2.1. Moglichkeiten des Gentransfers

Grundsatzlich ist zunachst die somatische von dezimKahn-Gentherapie zu
unterscheiden. Die somatische Gentherapie ricitbtaaif Korperzellen, deren Erbgut nicht
an die néachstfolgenden Generationen weitergegeleh thire Auswirkungen beschrénken
sich damit auf das behandelte Individuum. Die 8gi& der somatischen Gentherapie besteht

in der Einschleusung eines Vektors mit der kodigeenInformation des therapeutischen



Gens, die im Idealfall zu einer stabilen Expresgi@s Gensn vivo fuhrt. Hierbei ist vor
allem die Effektivitat des Gentransfers und didoigaExpression des eingefihrten Gens von
Bedeutung. Im Unterschied dazu wurden bei der Kahlmtherapie Zellen behandelt, die
genetische Information des therapeutischen Gens emer Generation auf die nachste
weitergeben. Zu diesen Zellen gehodren die Vorlauter Ei- und Samenzellen,
befruchtungsfahige Ei- und Samenzellen sowie Zellen frihen embryonalen
Entwicklungsstadium — denn zu Beginn der Embryartaleklung lassen sich Keimbahn-
und Somazellen noch nicht voneinander untersche{@khardt, 1999). Aus ethischen
Grinden ist die kinstliche Veranderung menschliégde@mbahnzellen in Deutschland nicht
gestattet und wird It. 85 Embryonenschutzgesetz st zu funf Jahren Freiheitsentzug
bestraft.

Zur Applikation des therapeutischen Gens steaheritro-, ex vivo-undin vivo-Verfahren
zur Verfiigung. Beiex vivo- und in vitreVerfahren werden enthommene Zellen ausserhalb
des Korpers unter Laborbedingungen untersucht emetgsch manipuliert. Die veranderten
Zellen werden ben vitro-Verfahren, im Gegensatz ex viveVerfahren, nicht wieder in den
Patienten reinjiziert und dienen somit reinen Housgszwecken. Ben vivo-Verfahren wird
dem Patienten das therapeutische Gen direkt, im Fackter DNA oder unter zu Hilfenahme
von Genfahren, appliziert (Gassen und Minol, 193&jbregar, 2002).

Ein kurzer historischer Uberblick soll die Hoffnuergund Risiken, welche die Gentherapie
mit sich bringt, aufzeigen. Stanfield Rogers asteit 1959 an dem Shope-
KaninchenEpitheliomvirus. Dieses Virus, das ein idahen-Arginase-Gen trug, infizierte
viele Laborarbeiter ohne nachteilige Auswirkungearf deren Gesundheit. In Folge der
Infektion hatten alle Mitarbeiter geringere Argifflonzentrationen im Blut und eine
gesteigerte Arginase-Aktivitdt. Im Jahre 1967 besth der Nobelpreistrager Marshall
Nirenberg erstmals die Mdglichkeit, Zellen gezigltrch Fremdgene zu beeinflussen. 1970
wurde dieses Virus als Therapieansatz an zwei gmiémie leidenden Schwestern getestet.
Bei dieser autosomal rezessiv vererbten Erkrankiimg der Arginasemangel und der daraus
resultierende extrem hohe Arginin-Spiegel zur T&pastik. Der Misserfolg des
Therapieansatzes war wahrscheinlich der zu geringpplikationsdosis zuzuschreiben
(Lankenau, 2002).

Am 14. September 1990 wurde die weltweit erste Bapie durchgefthrt. Anderson und
Blaese behandelten mit Erfolg einen 4-jahrigen dangit der angeborenen Immunschwéache
ADA-SCID (Adenosindesaminase - severe combined inodeficiency), die durch ein

Fehlen der Adenosin-Desaminase ausgeltst wird. MW#A-Gen versehene Retroviren



wurden in kérpereigene Leukozyten @r vivoVerfahren eingeschleust und Uber vier Monate
dem Patienten verabreicht (Anderson, Blaese, Culg90).

Im September 1999, starb Jesse Gelsinger viee iagh Beginn einer Gentherapie, die
seinen angeborenen Mangel an Ornithin-Transcartzs®ybeheben sollte. Er war das erste
offizielle Opfer der neuen Technologie. Durch Itjek von genetisch verénderten
Adenoviren in die Pfortader kam es bei ihm zu eidberreaktion des Immunsystems mit
nachfolgendem Multiorganversagen (Thacker, Timaviedthews, 2009).

Im Oktober 2002 erkrankte ein Patient mit der genbtbedingten Immunschwache X-SCID
nach einer Gentherapie mit Retroviren an Leukaiasgr, 2003).

Am 2. April 2006 wurde vom Georg-Speyer-Haus innkfart am Main die Behandlung von
zwei Erwachsenen und einem Kind bekannt gegeberardder seltenen Krankheit Septische
Granulomatose im Endstadium litten. Einer der beide Frankfurt behandelten Patienten
verstarb wenige Tage spater an den Folgen einesisSePb es einen Zusammenhang
zwischen dem Tod des Mannes und der Gentheradiegilnklar. In der Frankfurter Studie
waren zundchst blutbildende Stammzellen (CD34+) deis Blut der beiden Patienten
entnommen, im Labor mit einer funktionsfahigen Kogdes bei den Patienten defekten Gens
ausgestattet und dann wieder ins Blut der Patienfendiert worden. Als Gen-Fahre wurde
ein inaktiviertes Maus-Retrovirus benutzt. Bei leidPatienten kam es zur erhofften
dauerhaften Ansiedlung der gentechnisch verand&t@mmzellen in ihrem Koérper, zu deren
Vermehrung und zu deren Differenzierung zu Phagoegvww.aerztezeitung.de , 2006).
Weltweit wurden bisher schatzungsweise 1.500 ldmesGentherapiestudien durchgefihrt.
Als Vektoren dienen zu 24.8% Adenoviren, zu 22.3&ré&viren und 17,8% aller Studien
werden mit nackter bzw. Plasmid-DNA durchgefihrasOPolyomavirus SV40 wird in einer
Studie angewandt (www.willey.co.uk, 2008). Im deben Register fur somatische
Gentransferstudien wurden von 1995 bis 2005 insges@7 Studien gemeldet
(www.dereg.de; 2009).

Im Folgenden soll kurz auf die diversen Transfaghatikeiten, unterteilt in virale und nicht-

virale, eingegangen werden, die wahrend der letiadre entwickelt wurden.

2.2.2. Gentherapie unter Verwendung viraler Vektare

Virale Gentransfersysteme bieten gegenwartig dieAlnstand hochste Effektivitat beztglich
Transferrate und Expression des Transgens (Luo 8alizman, 2000). Bei viralen
Transfermethoden werden genetisch modifizierte Wirals Transportvehikel fur das

therapeutische Gen genutzt. Besonders geeignetaiiid Viren, die ihr Genom stabil in die



Chromosomen der Wirtszelle integrieren. Die stabitegration ermdglicht eine dauerhafte
Expression des Fremdgens. Jedoch erfolgt die ktiegrbei Retroviren nicht ortsspezifisch
und kann so moglicherweise durch PromoterinserzionmAktivierung von Onkogenen oder
durch Insertionsmutagenese zur Schadigung von Tauppressorgenen fihren. Beim viralen
Gentransfer werden aus Sicherheitsgrinden nur wefekicht replikationsfahige

Virusgenome als Vektoren eingesetzt. Die Repliketimfahigkeit der Vektoren wird durch
das Fehlen essentieller Gene erreicht und bei HiEnstellung von Viruspartikeln in

Helferzellen durch Bereitstellung der Genproduhkteranskomplementiert.

2.2.2.1. Retroviren

Retroviren sind behiillte Ribonucleic acid (RNA)-&fi, die als Genom zwei identische
einzelstrangige RNA-Molekile (7-10kb) besitzen. Ber Infektion gelangt die virale RNA
zusammen mit den viralen Enzymen reverse Translsgptind Integrase in die Wirtszelle.
Die reverse Transkriptase synthetisiert ausgehendder viralen RNA eine doppelstréangige
complementary Desoxyribonucleic acid (cDNA), digennMitwirkung der Integrase stabil,
jedoch nicht ortsspezifisch, in das Wirtsgenomgritgt wird (Stone et al., 2000; Sinn et al.,
2005) (siehe auch Tab. 1).

Retrovirale Vektoren sind nicht replikationskompete Sie enthalten nur die
regulatorischen Signale fiir die Integration und féspion des inserierten Fremdgens (long
terminal repeats, LTRs). Deshalb werden Viruspaltik sog. Helferzell-Linien hergestellt,
die die essentiellen Strukturproteine und Enzyne\Meus enthalterDa retrovirale Vektoren
keine viralen Strukturproteine exprimieren, die eeispezifische Immunantwort auslésen
kénnten, bieten sie auch aus immunologischer Sichnteile (Miller, 1997; Hu und Pathak,
2000). Bei ADA-SCID Patienten konnte eine, wennhageringe, Transgen-Expression bgi
vivodnsertion des Adenosin-Deaminasegens in Lymphozgieaicht werden. Ausserdem
konnte beim Menschen eine langandauernde Transgame$sion von Uber zwei Jahren
erreicht werden (Aiuti et al., 2002).

Die Pseudotypisierung, d.h. Einsatz von fremdenk@yoteinen in die Hullmembran
viraler Partikel, kann eine Zelltyp-spezifische Assierung ermdglichen (Miller und
Buttimore, 1986). Alternativ kann durch Nutzung IBgl-spezifischer Promotoren erreicht
werden, dass das transduzierte Gen nur in eindimmeten Gewebeart exprimiert wird
(Somnia und Verma, 2000; Gleiter, 2002). Die Iné¢ign der Virus-DNA in das Wirtsgenom
findet jedoch nur statt, wenn sich die ZielzellemzuZeitpunkt der Infektion im

Teilungsstadium befindet. Ein weiterer Nachteilraoetraler Vektoren ist die potentielle
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Insertionsmutagenese (Coffin, 1996). So wird diteptielle Kanzerogenitat von retroviralen
Vektoren durch Unterbrechung eines Tumorsuppresssrgder Aktivierung eines Onkogens
erklart. Bis heute sind drei Leukamiefalle bei ei@@ntherapie bei SCID (Severe Combined
Immunodeficiency Disorder)-Patienten in Frankrelmrkannt. Dazu wurden den Patienten
hamatopoetische Stammzellen (CD34-positiv) entnommex vivo mit Hilfe eines
retroviralen Vektors (aus dem Murinen LeukdmieViraansformiert und den Patienten
wieder infundiert. Nach vier Monaten konnten inndler finf Patienten T-Lymphozyten und
natural killer (NK)-Zellen gefunden werden. Bei defiinften Patienten gelang die
Transformation nicht. Nachdem insgesamt bei 9 vorPatienten die Therapie erfolgreich
war, fand bei zwei dieser Patienten drei Jahréh rder Gentherapie eine unkontrollierte
exponentielle klonale Proliferation reifer T-Lympyten statt (Hacein-Bey-Abina et al.
2003). Die Autoren fuihrten als mogliche Ursacheselid_eukamie die Integration des Vektors
nahe dem LIM domain only-2 (LMOZ2) Protoonkogen+Roter an. Neuere Arbeiten im
Mausmodell deuten jedoch darauf hin, dass das @bstonkogen wirken konnte (Woods et
al. 2006): 33% der transformierten Mause bekameash a5 Jahren eine Leuk&mie. Die
Insertionsmutagenese kann demnach nicht der eiiged fur die Mutation gewesen sein..
Ausserdem werden Retroviren durch das unspezifisg€beplementsystem inaktiviert
(Bordignon and Raffaele, 1995; Podbregar, 2002).

Seit 2001 werden an transgenen MauwsenriveVersuche mit Vektoren auf der Basis
von humanen Immundefizienzviren durchgefuhrt. Dabeirde das Beta-Globin-Gen
erfolgreich in Mause eingeschleust, die an der &elanamie erkrankt waren. In einem
Mausestamm verschwanden die Sichelzellen, in eimederen verringerten sie sich um das
achtfache (Podbregar, 2002).

2.2.2.2. Adenoviren

Adenoviren sind nackte Doppelstrang-DNA-Viren, de@m Menschen Erreger verschiedener
leichter Erkrankungen der Atemwege und des Gaséastinaltrakts sind. Das virale Genom
kann zwischen 7,5kb (Kilobasenpaare) und 36kb feemmenetische Information integrieren
(Benihoud et al., 1999; Tab. 1). Adenovirus-abdetei Vektoren sind, als Aerosol
verabreicht, besonders zum Transfer von DNA in dasgenepithel geeignet. Allerdings
integriert das Adenovirusgenom nicht in das Genoan Wirtszelle, sondern verbleibt
extrachromosomal, so dass es zu keiner stabilereEsipn des Transgens kommen kann. Bei
Zellteilungen wird die transferierte DNA auf die chderzellen verteilt, wodurch es zu einer
Abnahme des Fremd-DNA-Gehalts pro Zelle kommt. Adageh in nichtteilenden Zellen tritt
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ein Verlust an transferierter DNA durch nukleotgtien Abbau ein. Andererseits wird durch
die fehlende Integration jedoch die Madoglichkeit dErsertionsmutagenese vermieden.
Gegenuber Retroviren besitzen Adenoviren den MortiEss sie mit sehr hohen Titern
angeziichtet werden konnen {10 10“ infektivse Partikel/ml). Ausserdem koénnen
Adenovirus-abgeleitete Vektoren zum Gentransfeeiive Vielzahl von Zelltypen, sowohl
sich teilende als auch sich nicht-teilende ZeNemywendet werden (Parpala-Sparman, 2000).
Ein entscheidender Nachteil von Adenovirusvektoish deren Immunogenitéat. Sie
bewirken insbesondere eine zytotoxische T-Zellantwalie neben der episomalen
Lokalisation der Vektoren, die Ursache fir einetlmdi begrenzte Genexpression darstellt
(Gassen und Minol, 1996; Stone et al., 2000). Digerfovirus-spezifische Immunitat
verhindert meist eine erneute Anwendung des glaistektors (Benihoud et al., 1999).
2007 gelang es Adenoviren so zu modifizieren, dashochspezifisch an adulten, neuronalen
Stammzellen binden (Schmidt et al. 2007).
Inzwischen wird an Adenoviren der dritten Generatgeforscht. Diese Viren werden als
"gutless"-Vektoren bezeichnet, da nur noch die $hiille und die terminalen DNA-
Sequenzen des Virusgenoms denen von herkdmmlicendiren entsprechen, die tbrigen
Virus-kodierenden Sequenzen, die zum Beispiel roddktion weiterer viraler Proteine notig
sind, vollstandig entfernt worden sind. Die Vomreillieser Vektoren sind, dass sie nicht
toxisch sind und eine sehr hohe Kapazitat besitteerapeutische Gene aufzunehmen.
"Gutless" Vektoren kdnnen bis zu 36kb fremde DNAnahimen, im Vergleich zu nur sieben
bis acht kb bei Adenoviren der ersten und zweit@megation. Erprobt wird derzeit zum
Beispiel, Uber den Gentransfer mit Hilfe von Adeinew der dritten Generation das Gen fir
alpha-1-Antitrypsin (19 kb) in Hepatozyten einzuscisen. Bei Mausen konnte bereits
nachgewiesen werden, dass die Expression des elmgeasten Gens Uber ein Jahr konstant
erfolgt ist (Kochanek, Schnieder, Volpers, 2001)ci ist es mit Hilfe der neuen Vektoren
tierexperimentell schon gelungen, das Very low derdgoprotein (VLDL)-Rezeptor-Gen
einzuschleusen und die Expression dieses Rezdjjierssechs Monate nachzuweisen. Dieser
Ansatz konnte kinftig bei Patienten mit Fettstoffveelstérungen klinisch genutzt werden
(Chen et al., 1997; Benihoud et al., 1998; Morsgle 1998; Schiedner et al., 1998;). 2006
begann eine Phase-I-Studie an 36 Mannern mit fectgétenem Adenokarzinom. Sie
erhieltenin-vivo Adenoviren in den Tumor injiziert, die das Tumorgigssor-Gen RTVP-1
enthalten, das zur praoperativen Reduktion der Tomasse durch Apoptose dienen soll
(Naruishi et al., 2006).
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2.2.2.3. Adeno-assoziiertes Virus (AAV)

Das Adeno-assoziierte ViruRAAV) ein humanes Parvovirus, ist ein nacktes Virus mit
einzelstrangigem DNA-Genom, das sich-teilende uicti-sicht-teilende Zellen infizieren
kann. Eine produktive AAV-Infektion setzt ein Heleus (wie Adenovirus oder Herpes
simplex-Virus) voraus (Parpala-Sparman, 2000). B&¥-Genom ist in der Lage, sich stabil
an einen spezifischen Ort auf dem menschlichen r@bsom 19 zu integrieren (Kotin und
Berns, 1989). Weitere Vorteile des AAV beim Gensfan sind seine fehlende
Immunogenitat und Toxizitat. Aus diesen Eigens@raftesultiert die Mdoglichkeit einer
langandauernden Fremdgenexpression bei VerwendongA®V-Vektoren. Jedoch ist die
Verpackungskapazitat von AAV auf 4-7kb genomisdnéormation begrenzt (Stone et al.,
2000; Tab. 1).

Bei transgenen Diabetes Typ II-Mausen wurde duickrerekombinanten AAV-Leptin-
cDNA-Gentransfer eine sechsmonatige Normalisierdeig Hyperglykamie, Insulinresistenz
und Korrektur des Serumleptinspiegels beobachtetrighly et al., 1997). In einemn vitro
Modell konnte gezeigt werden, das mit CD40L-Geradehe rekombinante AAV in der Lage
ist, Mammakarzinomzellen zu infizieren und es d#iau zu einer Aktivierung von
dendritischen Zellen kommt (Koppold et al., 200Burch Injektion von Glutaminsaure-
Decarboxylase tragenden AAV in den subthalamisdkem konnte bei 12 Patienten eine
deutliche Besserung ihrer Parkinsonerkrankung gererden (Kaplitt et al. 2007).

2.2.2.4 Herpes simplex-Virus

Das Herpes simplex-Virus (HSV) ist ein behlltesugimit einem grossen, doppelstrangigen
DNA-Genom von ca. 152kb Grosse (siehe Tab.l1l). Duisketzen nicht-essentieller

Genabschnitte ist es mdglich, den Einbau grossemésequenzabschnitte zu tolerieren.
HSV-abgeleitete Vektoren wurden fiur den GentrangfeMNeuronen und Gehirntumoren

(Kennedy und Steiner, 1993), sowie verschiedenerantumorzellen und B-Zellen (Levatte

et al., 1998) verwendet. So konnte bei Mausen dirensgenexpression im Zentralen
Nervensystem (ZNS) von bis zu 18 Monaten erreidrden (Carpenter und Stevens, 1996).
Neben den genannten Vorteilen der grossen Kapdiitéadie Insertion fremder Gene, der

latenten Infektion von Neuronen, und der Madoglichkeeiner langandauernden

Transgenexpression stellt das weite Wirtsspektrimeneweiteren enormen Vorteil HSV-

abgeleiteter Vektoren dar. Demgegeniber begreeaytische Toxizitat des Vektors, d.h. die

maogliche Gefahr von Zellschadigungen dessen Anwatk@it bei der Gentherapie.
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Seit 2002 laufen Versuche an Mausen mit dem ZielTdanorschmerzreduktion durdh
vivo-Gentherapie mit einem Proenkephalin-Gen-tragend®N-Vektor (Podbregar, 2002).
Seit 2004 untersucht unter anderem die Firma Medigmkolytische Herpes-simplex Viren
an 12 Patienten mit lebermetastasierten Kolonkarzan in klinischer Phase |. Der
Virusstamm NV1020 gehort zur Gruppe der attenuienteplikationskompetenten Viren.
Bedingt durch diese Veranderung beschrankt sich Rieplikation von NV1020 auf
Tumorzellen, welche bereits zum Zeitpunkt der Ititek anders als gesunde Zellen, alle fur
die Virusreplikation notwendigen Enzyme zur Verfiigustellen. Ausser grippeahnlichen

Symptomen wurden die intraarteriellen Leberinfusiogut vertragen (yuroxan.us, 2006).

Tab. 1

Vergleich der Eigenschaften der am haufigsten verweleten Gentransfervehikel

Vektor DNA-Transport- Expressions-  Immunantwort  Effektivitat des
kapazitat in kb dauer des gegen Vektor Gentransfers
Transgens in vivo
Retrovirus <5 dauerhaft gering gering
Adenovirus <8 kurz hoch hoch
AAV <5 dauerhaft gering gering
HSV 30 massig gering hoch
Liposomen nahezu unbegrenzt kurz gering gering

AAV: Adeno-assoziiertes Virus
HSV: Herpes simplex-Virus
modifiziert nach Parpala-Sparman (2000)

2.2.3. Nicht-virale Transfermethoden

2.2.3.1. Nackte DNA

Die Applikation nackter DNA kann auf Vvielfaltige ®r wie z.B. biolistisch

(Hochgeschwindigkeitsbeschuss), durch Elektropamadder chemisch gekoppelt, erfolgen.
Mit Erfolg wird die ex viveApplikation nackter DNA durch spontane Endozytales

therapeutischen Vektors in die Koérperzelle durctigef Jedoch ist die Aufnahmerate sehr

gering, so dass ein@ vivo-Applikation auch durch die rasche Degradierung nieckten

DNA ausgeschlossen ist. Seit 2001 werden kliniSadsts an sechs Patienten mit Hamophilie
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A durchgefuhrt. Nackte Faktor-VIlI-Gen-DNA wurdex vivoin Fibroblasten transferiert.
Daraufhin konnte ein Anstieg der Konzentration d&erinnungsfaktors VIII im
Patientenserum nachgewiesen werden (Podbregar).2B0# neue Untersuchung zeigte,
dass eine gastrale Installation nackter DNA einélzstiindige Genexpression ermdglicht
(Nakamura et al., 2006). Um die Aufnahmerate nadRi¢A zu erhdhen und deren-vivo
Anwendung zu ermdglichen, wurden alternative Amditnsmethoden entwickelt. Hierzu
zahlt der biolistische Partikeltransfer. Bei dieddethode werden 1-3um grosse, DNA-
behaftete Mikrogoldpartikel mit hoher Geschwindigke die Zelle geschossen. Angewandt
wurde dieser Ansatz bisher z.B. fur Zellen in dexuH(Banga und Prausnitz, 1998), der
Kornea (Oshima et al., 1998) oder oberflachlichregeher Muskeln (Aihara und Miyazaki,
1998).

Bei der Elektroporation wird die Zellmembran dureimen elektrischen Impuls fir die
DNA permeabel gemacht (Wong und Neumann, 1982).eDalndelt es sich um eine
Methode mit der hochsten Effizienz fur den Genti@nsWegen der hohen Mortalitat der
Zellen nach einem hochenergetischen Stromstoss/¢8KVbleibt sie abeex vive undin
vitro Transfektionen vorbehalten. Auch die Kopplung deektdr-DNA an chemische
Reagenzien bietet eine Mdéglichkeit fir den Genfiem®abei handelt es sich im allgemeinen
um eine Komplexbildung zwischen positiv geladen&er@ikalien, wie 2-Diethylaminoether-
Dextran (DEAE) oder Kalziumphosphat und der neggéladenen DNA, die die Endozytose
der DNA erleichtert. Die Anwendung dieser Methaskejedoch zumeist durch die hohe
Toxizitat der verwandten Chemikalien begrenzt, assddiese Methode ebenfalls nur ioei

vitro- undex viveVerfahren zum Tragen kommt (Luo und Saltzman, 2000

2.2.3.2. Liposomen und Nanopartikel
Liposomen bestehen aus einer kugelférmigen Lipidbram Sie haben den Vorteil, dass sie
in der Produktion preiswert sind und verglichen mralen Transfersystemen eine grdssere
Aufnahmekapazitat fir Fremdsequenzen besitzengsiab. 1). Da Liposomen in der Regel
keine Proteine enthalten, wird bei devivo-Applikation auch keine Immunantwort induziert
(Parpalla-Sparman, 2000).

.Nackte* Liposomen haben jedoch, wie nackte DNAhiar den Nachteil einer fehlenden
Selektivitat fur zu therapierende Zellen. Mdglicheise lasst sich durch das Einbringen
spezifischer Liganden in die Lipidmembran eine lgele Bindung an Rezeptoren der

jeweils gewinschten Zellen erreichen. Dieser Ansatwetet fir zukilnftige
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Gentherapieprojekte interessante Perspektiven éBassd Minol, 1996). Jedoch verbleibt
auch bei dieser Methode das Problem, dass die dipes-verpackte DNA wegen des
grossen Liposomendurchmessers von ca. 100nm neRwaden des Nukleus passieren kann.

Eine Losung fir dieses Problem kdonnten Nanopartikestellen. Hierbei wird das DNA-
Molekdl in 25nm messende Partikel aus positiv gateth Peptiden verpackt, die selbst
mittels Liposomen in die Zelle transportiert werddlanopartikel sind klein genug, um die
Nukleusporen zu passieren und die DNA in den Keuntransferieren. Bein vitro-
Experimenten wurde im Vergleich zu nicht-verpacktackter DNA mit Liposomen eine
6.000-fach hohere Expression des Transgens naocbsgwi Bei Applikation von
Nanopartikeln an Mausen mit zystischer Fibrose wustsher keine oder nur eine geringe
Immunreaktion nachgewiesen (Westphal, 2002). Anlizidkoviszidose-Patienten werden
seit 2002 in Cleveland/USA Klinische Tests unterndndung von Nanopartikeln
durchgefuhrt. Dabei sollen Nanopartikel das Cysthlrosis-Transmembrane-Conductance-
Regulator-Gens (CFTR-Genin vivo in das Atemwegsepithel Ubertragen. In dieser
Doppelblindstudie konnte eine Genexpression vorzbi28 Tagen (Durchschnittswert sechs
Tage) nachgewiesen werden. Keiner der Probandenwithrend dieser Zeit unter
therapiebedingten Nebenwirkungen (Konstan, 2004)

2006 wurde ein neues Nanopartikelprojekt begonBehei sollen Typ-lI-Lungenzellen
mit Hilfe eines Polymer-Delivery-Systems mit demntanes Surfactantprotein-B-Gen per
Aerosol beimpft werden, um so den angeborenen Maage Surfactantprotein B zu
kompensieren. Mit Hilfe eines in den USA entwickaltVerfahrens, das mit einer Phagen-
Integrase arbeitet, soll sichergestellt werden,sddee DNA an solchen Stellen im
menschlichen Genom eingebaut wird, wo sie keineetamd aktiven Gene zerstort oder
beeinflusst. Bei den Typ-lI-Zellen, in die das Gengebracht werden soll, handelt es sich um
Stammzellen, das heif3t Vorlauferzellen der sie umegden Lungenzellen. Wenn die
Integration des Gens erfolgreich verlauft, ware dauch sichergestellt, dass das gesunde
heat shock protein (HSP)-B-Gen weiterhin in alleangenzellen produziert wird (Pasch,
2006).

2.2.3.3. Virus-ahnliche Partikel
Virus-&hnliche Partikel (virus-like particles, VLP&Onnen durch Synthese und spontane
Aggregation von viralen Strukturproteinen in hetegen Wirtszellen wie Bakterien, Hefe-

oder Insektenzellen hergestellt werden (Ulrichlgtl®96; Pumpens und Grens, 2001). VLPs
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stellen nicht nur einen neuen und viel versprecaemthsatz in der Vakzineentwicklung dar,
sondern kdnnen mdglicherweise auch als Transpokisein der Gentherapie genutzt werden
(Ulrich et al. 1998). So kénnen VLPs vitro in die einzelnen Monomerbausteine dissoziiert
werden und anschliessend nach Zugabe der thersgieeni Gen-DNA wieder reassoziiert
werden (Pumpens und Grens, 2001). Ein weiterer elovton VLPs gegeniber viralen

Vektoren ist deren fehlende Infektiositat, da ssnk replikationsfahige virale Nukleinsaure
enthalten. Auch ist durch die fehlende Insertiom Beemd-DNA in das Wirtszellgenom,

analog zu den Adenoviren, keine Insertionsmutagereserwarten. Erwartungsgemass ist
somit jedoch die Expression des Fremdgens zeidir begrenzt, was eine wiederholte
Applikation des Transgens erfordert. Bei wiededmwWpplikation kdonnte jedoch, wie bei

allen proteinhaltigen Transportvehikeln, die Immgewitat der VLPs von Nachteil sein. Aus
diesem Grund ist neben der Etablierung effektiverfdhren zur Enkaspsidierung von DNA
in VLPs die eingehende Untersuchung der Immunogerdn VLPs und Ansatze zu deren

Verringerung von entscheidender Bedeutung fur emeéglichen Einsatz in der Gentherapie.

2.3. Polyomaviren

2.3.1. Taxonomie der Polyomaviren

Die Polyomaviren bilden den Gen&®lyomavirusin der FamiliePolyomaviridae(Fields
Virology, 2007). Ihr Name leitet sich aus der Eigemaft der Viren ab, in vielen (,poly*)
verschiedenen Geweben Tumoren (,oma“) erzeugen @ondn. Bisher wurden 19
Polyomavirusspezies in Saugetieren und Vogeln bieten (Johne und Miller, 2007) (Tab.
2). Beim Menschen wurden bisher funf Polyomaviregfugden das JC-Polyomavirus
(JCPyV), das BK-Polyomavirus (BKPyV), sowie die rentdeckten, humanen Polyomaviren
Kl, WU und MC; die Namen dieser Viren gehen auf didialen der Patienten zurtick, von
denen die Viren zuerst isoliert wurden (Fields Vogy, 2007; Gaynor et al., 2007; zur
Hausen, 2008).

Das JCPyV ist erstmals 1971 aus dem Hirngewebes eame progressiver mulifokaler
Leukoenzephalopathie (PML) erkrankten Patientefieidovorden (Padget et al., 1977). Es
wird als Ausloser dieser Erkrankung bei Immunsuppiten, wie z.B. HIV-Patienten,
betrachtet. Das BKPy-Virus wurde ebenfalls 1971tnests aus dem Urin eines
nierentransplantierten Patienten isoliert. Es gif mdgliche Ursache fur hamorrhagische
Zystitis bei immunsupprimierten Patienten nach reiNerentransplantation (Rice et al.
1985).
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2007 wurden erstmals zwei neue humane Polyomawesthrieben. Kl- und WU-Virus
wurden in Abstrichen aus dem Respirationstrakt deiBronchitis erkrankten Menschen
isoliert. Bisher konnte fir diese neuen humanenydfo@viren noch kein atiologischer
Zusammenhang zu einer Erkrankung nachgewiesen wérde Hausen, 2008). Durch PCR
konnte eine nahe phylogenetische Verwandtschafbeielen Viren zu den humanpathogenen
Viren JCPyV und BKPyV nachgewiesen werden (Gaynad.€2007). Das MCPyV konnte in
80% an Merkelzelltumoren erkrankten Menschen naglegen werden, so dal? ein kausaler
Zusammenhang angenommen wird. Allerdings wurde degi Studie auch in 16% der

Kontrollgewebeproben MCPyV nachgewiesen werden iausen, 2008; Feng et al., 2008).

Tab. 2
Wirt, Genomgrésse und tumorigenes Potential ausgewder Polyomaviren
Virusspezies Wirt Genomgrésse | Kanzerogenes Potential der Viren
HaPyV Syrischer Hamster 5366Bp Lymphome und Epitheliome i
Hamstern
MPyV Maus 5297Bp verschiedene Tumoren in Mausen
SV40 Affe 5243Bp maligne Tumoren in Hamstern
LPyV Affe 5270Bp maligne Tumoren in Hamstern
JCPyV Mensch 5130Bp maligne Tumoren in Hamstern und
Méausen
BKPyV Mensch 5153Bp maligne Tumoren in Hamstern und
Mausen
wWu Mensch 5229Bp Keine Tumorinduktion beschrieben
Kl Mensch 5040Bp Keine Tumorinduktion beschrieben
MC Mensch 5387Bp Wahrscheinlich Merkelzelltumore
BFDPyV Wellensittich 4981Bp keine Tumorinduktion bescheeb
GPyV Gans 5256Bp keine Tumorinduktion beschrieben

MPyV = murines Polyomavirus, LPyV = Lymphotrophesly@mavirus, GPyV = Géanse
hamorrhagisches Polyomavirus, BFDPyV = Wellengitiolyomavirus, Bp = Basenpaare

(National center of biotechnology information NCBQ11)
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2.3.2. Genomorganisation

Das Genom der Polyomaviren besteht aus einer detpgiegigen, zirkularen DNA von ca.

5 kBp (Kilobasenpaare). Die virale DNA wird durcie &Virtszellhistone H2A, H2B, H3 und
H4 zu einer Nukleosomenstruktur kondensiert (Creatial., 1976).

Wahrend einer produktiven Infektion kann die Traimion des viralen Genoms in ein
frihes und spates Stadium unterteilt werden, dashduwnterschiedliche Promotoren
kontrolliert wird. Die friihe Region kodiert fur degenannten Tumor (T-) Antigene, die vor
allem regulatorische Funktionen austben. Das Vapskl wird von den Strukturproteinen
VP1, VP2 und VP3 gebildet, die von der spaten Rediodiert werden. Die Synthese der
unterschiedlichen frGhen und spaten Proteine sesdternative Splice-Mechanismen an
partiell Gberlappenden offenen Leserahmen vorausschen den frihen und den spéaten
Genen befindet sich ein regulatorischer Bereich;, den Replikationsursprung sowie
Promotoren und Enhancer-Elemente fur die friihegpi#de Region enthalt (Fields Virology,
2007).

Abb. 1: Schematische Genomkarte des Hamster-Polyomiaus (Scherneck et al., 2001)

Die frihe Region mit den kodierenden SequenzerGiioiss-, Mittel- und Klein-T-Antigen
wird in Uhrzeigerrichtung transkribiert, wéhrendedspate Region mit der kodierenden
Information fur die Strukturproteine VP1, VP2 und®¥in der entgegengesetzten Richtung
transkribiert wird. Die mMRNAs der frihen und spateegion werden durch alternatives
SpleiRen modifiziert (Exonbereiche sind durch afidtie Pfeile gekennzeichnet; gezackte
Bereiche markieren Intronbereiche).

B = unikaler Spaltort fur die RestriktionsendonadeBanHil,

R = Spaltorte fur die RestriktionsendonuklegseR|
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2.3.2.1. Die frihe Genomregion

Die drei in der frihen Genomregion kodierten T4igahe entstehen durch unterschiedliche
Spliceprozesse von einer Vorlaufer-mRNA (siehe ApkEntsprechend ihrer Grésse werden
die T-Antigene als Gross-T-, Mittel-T- und KleinAntigen bezeichnet. Das Gross-T-
Antigen zeigt eine Vielzahl an enzymatischen Ak#ten, z.B. DNA-Helikase-Aktivitat. Es
interagiert mit verschiedenen zellularen Proteingnne DNA-Polymerase a und
Regulationsproteinen der Zellteilung. So ist eden Lage, an Tumorsuppressorproteine, wie
z.B. p53 oder p105, zu binden, sie zu inaktiviared somit die Regulation der Zellteilung zu
storen. Ausserdem ist es fur die virale Transkoiptinitiation der Virusreplikation und
-umschaltung der Transkription von der frihen piten Phase essentiell (Cole, 1996; Fields
Virology, 2007).

Ein Mittel-T-Antigen ist bisher nur bei Nagetierdpemaviren (HaPyV und MPyV) bekannt.
MPyV-Mutanten ohne Mittel-T-Antigen wiesen eine ménderte Persistenz, Transformation,
Tumorinduktion und Replikationsrate in Mausen a@ble, 1996; Fields Virology, 2007).
Biochemische und genetische Untersuchungen halzsngtiedal? das Mittel-T-Antigen einen
Komplex mit dem zellularen Protoonkogen pp60srcui@eidge et al.; 1983 und 1985;
Kornbluth et al., 1987) und mit zwei weiteren zkElhen Proteinen, Phosphatidylinositol-3
(P1-3)- Kinase (Auger et al., 1992) und Phospha@&eWalter et al., 1990), bildet. Das
Klein-T-Antigen ist an der Akkumulation von Kopietles viralen Genoms in der Zelle
beteiligt. Es scheint fur eine produktive Infektiarcht essentiell zu sein, obgleich es die
Aktivitat des spaten Promotors verstarkt (Cole,6 $elds, 2007).

2.3.2.2. Strukturproteine

Die Strukturproteine VP1, VP2 und VP3 werden watreder spaten Phase der
Virusreplikation gebildet. Die kodierenden Regionemn VP2/VP3 und VP1 lberlappen
einander, werden jedoch in unterschiedlichen Lasema kodiert. Der carboxy-terminale Teil
von VP2 und VP3 ist identisch, so dass das VPamimo-terminal verlangertes VP3-Derivat
darstellt. Das VP1 bildet das Hauptstrukturproteiond ist wegen seiner
Oberflachenprasentation auch hauptsachlich fur digtotoxische T-Zellantwort
verantwortlich (Ting und Herberman, 1970; Field©02). Das Virion besteht aus 72
Kapsomeren, die in einer typischen ikosaedrischienk®ir angeordnet sind. Jedes dieser
Kapsomere besteht aus finf Molekilen des VP1 (Bakér al.,, 1989). Das
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Hauptstrukturprotein VP1 ist auch fir die Interaktimit dem zellularen Rezeptor und die
Aufnahme in die Wirtszelle verantwortlich. Die humpathogenen Polyomaviren JCPyV und
BKPyV kdnnen durch Hamagglutination, die durch 8asikturprotein VP1 vermittelt wird,
mit menschlichen Typ-0-Erythrozyten detektiert weardFields 2007).

2.3.3. Das Hamster-Polyomavirus (HaPyV)
2.3.3.1. Tumoren bei spontan HaPyV-infizierten Hatem

Das Hamsterpolyomavirus wurde erstmals 1967 alsologisches Agens von
Hautepitheliomen (s. Abb. 2) bei einer spontanzieften Kolonie Syrischer Hamster in
Berlin-Buch beschrieben (Graffi et al., 1967). W&ild im differenzierten Stratum corneum
der Cutis zahlreiche Viruspartikel nachgewiesendear waren in den proliferierenden Zellen
des Stratum basale und Stratum spinosum keine \fiemhweisbar (Graffi et al., 1967;
Scherneck et al., 2001)
A)

Abb. 2

Lokalisation von Epitheliomen bei spontan HaPyMazm@rten Syrischen Hamstern
(Mesocricetus auratysder Kolonie in Berlin-Buch (HaB) am Ohr (A) bzwnter der
gesamten Hautoberflache (B).

(Die Abbildungen wurden freundlicherweise von Dr.oNgang Arnold, Berlin, zur

Verfiigung gestellt.)
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Wurden Viruspartikel aus dem Zellextrakt von Haitteeliomen auf eine tumorfreie nicht-
HaPyV-infizierte Kolonie Syrischer Hamster (Potsd&haP) tUbertragen, so entwickelten sich
bei den infizierten HaP-Hamstern Lymphome und Leuka. Die Inzidenz betrug 30-80%
mit einer Latenz von vier bis acht Wochen. Im Gegén zu den Hautepitheliomen bei
spontan infizierten HaB-Hamstern wurden in den hépoetischen Tumoren der HaP-Tiere
keine Viruspartikel, sondern eine grosse Menge lgféleletierter extrachromosomaler
Virus-DNA gefunden (Scherneck et al., 1987). Didelenen betreffen die spate Region und
fuhren einerseits zum Verlust der Expression dgrsitproteine und erhéhen andererseits die
Expression der Tumorantigene. Letzteres scheiréichiieh fir die Lymphomentstehung in

HaP-Hamstern verantwortlich zu sein.

2.3.3.2. Struktur und Genomorganisation des HaPyV

Das HaPyV bildet spharische ikosaedrische Viruggnnit einer T=7. Das Kapsid besitzt
einen Durchmesser von ca. 45nm und ist aus 72 élnteziten aufgebaut. Mit einem
Molekulargewicht von 27,5 x £peinem Sedimentationskoeffizienten von 223S undrei
Dichte von 1,340g/ml entspricht das HaPyV in seipkysikalischen Eigenschaften etwa dem
am nachsten verwandten Virus, dem MPyV (Béttger Siclderneck, 1985). Das Kapsid des
HaPyV besteht aus dem Hauptstrukturprotein VP 1wewigen Molekllen der
Strukturproteine VP2 und VP3 (Siray et al., 19¥8s doppelstrangige DNA-Genom von
HaPyV besteht aus 5366 Bp und ist damit etwas gr@ds das des MPyV mit 528p

(Delmas et al., 1985; Siray et al., 1998). Das Gedes HaPyV zeigt die typische Gliederung
in frihe und spate Genomregion. In der friihen Regiod die Proteine fur Gross-, Mittel-
und Klein-T-Antigen kodiert (Scherneck et al., 2D@ie kodierenden Sequenzen der friihen
Proteine wurden durch Analyse der cDNAs identifiziduf der Basis der entsprechenden
cDNA-Klone wurden die funktionellen Eigenschaftesr d-Antigene charakterisiert, wie
Zellzyklusregulation, Transformation oder Tumoriktdon (Goutebroze und Feunteun,
1992). In der spaten Region wurden kodierende Semumefiir 3 Strukturproteine identifiziert.
Am 5’-Ende der VP1-kodierenden Sequenz wurden aweame-befindliche ATG-Kodons
gefunden. Die daraus resultierenden zwei poteetigffenen Leserahmen (ORF)
unterscheiden sich am 5" -Ende voneinander und wirdeSynthese von Proteinen von 388
bzw. 384 Aminosauren Lange fuhren. Durch amino-teate Proteinsequenzbestimmung
von viralem VP1 wurde gezeigt, dass bei der Traiosialas zweite

Translationsinitiationskodon der spaten mRNA beiwird und damit ein VP1-Protein von
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384 Aminosauren Lange und einem Molekulargewicint 4,8 kiloDalton (kDa)
(,authentisches” VP1) synthetisiert wird. Die Amg&uresequenz des HaPyV-VP1 zeigt eine
grosse Ahnlichkeit zu der des MPyV, wihrend die lihkeit zu denen der anderen
Polyomaviren geringer ist (Siray et al., 1998). Blenlichkeit der VP1-
Aminosauresequenzen der verschiedenen Polyomaspiegelt sich auch in deren
Kreuzreaktivitat wider (Siray et al., 1998, 200@sBauskas et al., 2002). Die Strukturproteine
VP2 und VP3 werden in einem anderen Leserahmenl{eseraster) als VP1 kodiert, der
jedoch teilweise mit dem VP1-ORF Uberlappt (sield Al). Das VP2 (345 Aminosauren
(As)) stellt ein amino-terminal verlangertes Detidas VP3 (221 As) dar (Siray et al., 1998).
Die vorhergesagten Molekulargewichte von VP2 un@®dBs HaPyV sind 38,6 kDa bzw.
25,6 kDa.

2.4. HaPyV-abgeleitete Virus-ahnliche Partikel
Die Bildung von VLPs nach heterologer Expressios #mauptkapsidproteins VP1 von
HaPyV zeigte, dass die Kapsidproteine VP2 und V&3 die Bildung von VLPs nicht
notwendig sind. Polyomavirus-abgeleitete VLPs kennunter Verwendung voEk. colk,
Hefe- und Insektenzell-Expressionssystemen heilgesterden (Salunke et al., 1986;
Montross et al. 1991, Sasnhauskas et al., 2002)h Alas authentische VP1 und das amino-
terminal verlangerte VPI des HaPyV assemblierten B coli- und Insektenzellen zu VLPs
(Voronkova et al., 2007). Beide Proteine assemtblierauch bei Verwendung eines
induzierbaren Expressionssystems in der Fgecharomyces cerevisiae VLPs, die den
nativen HaPyV-Virionen ahnlich sind (Sasnauskesd.et1999).
Die Verwendung dieses Hefeexpressionssystems Hi@tespatere Anwendungen eine
Reihe von Vorteilen:
(1) Das Hefesystem stellt ein etabliertes und genatglsicher anzusehendes System
(generally regarded as safe: ,GRAS") dar.
(i) In Hefezellen hergestellte VLPs sind frei von Elmaen, die bei einer humanen
Anwendung zu mdglichen unerwinschten Nebenwirkurigleren konnten.
(i) In der HefeS. cerevisiaesind bereits biotechnologische Produkte hergestellt
worden, die fur humane Anwendungen zugelassen ¢impfstoffe gegen
Hepatitis-B Virus und humane Epitheliomviren).
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(iv)  Inzwischen konnte gezeigt werden, dass auch digtHapsidproteine weiterer
Polyomaviren (JCPyV, BKPyV, SV40, MPyV und BFPy\) Hefezellen zu
VLPs assemblieren (Sasnauskas et al., 2002).

Fur die Entwicklung von chimaren Impfstoffen wurdaof der Basis des HaPy-VP1
Strukturvorhersagen und eine Epitopkartierung menifizierung potentieller Insertionsorte
fur Fremdsequenzen an der Oberflache des HaPyV-ddrdhgefuhrt (Siray et al., 2000;
Gedvilaite et al., 2000, 2006). Die vorhergesagtetentiellen Insertionsorte im VP1 zeigten
eine unterschiedliche Insertionskapazitat fir Fresgdenzen. Wahrend kurze
Peptidsequenzen an allen vier potentiellen Ingestiden ohne sichtbaren Einflu3 auf die
VLP-Bildung waren, wurden 45 und 120 As-lange Segee eines Hantavirus-
Nukleokapsidproteins nur in zwei der vier Insersiorie toleriert (Gedvilaite et al., 2000,
2004, 2006).

Die in dieser Arbeit aufgefihrte Methode zur Enkdiesung von Fremd-DNA in HaPyV-
VP1-VLPs konnte in einer weiterfihrenden Arbeitthggt werden. In einem weiteren Schritt
konnte der Transfer und die Expression von enkaassd Fremdplasmid-DNA in COS-7 und

CHO-Zellen nachgewiesen werden (Voronkova et 80,72

2.5. Zielstellung der Arbeit

Die Anwendung von VLPs in den vivo Gentherapie setzt eine effektive Herstellung der
VLPs, deren reproduzierbare und effiziente Beladomgdem Transgen und eine geringe
Immunogenitat der VLPs voraus. Im Rahmen diesererBollte die Mdglichkeit der
Enkapsidierung von Fremdplasmid-DNA in Virus-ahnécPartikel auf Basis des HaPyV
untersucht werden. Hierflr wurde zunéchst ein Syster Synthese und Reinigung von hefe-
exprimierten VLPs entwickelt. Diese VLPs wurdensodiiert, mit Plasmid-DNA beladen
und reassoziiert. Anschliessend wurde ihre Strukiwol der Schutz der eingeschlossenen
DNA untersucht.
Im Weiteren wurde das immunologische Verhalten d&sPyV-Kapsids und dessen
abgeleiteten VLPs untersucht. Besonderes Augenmerde auf die Antikérperantwort und

Kreuzreaktivitaten von HaPyV und dessen VLPs mitegian Polyomaviren gelegt.
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3. Material und Methoden

3.1. Biologische Materialien
3.1.1. Rekombinante Plasmide und Zellen

Zur Expression von authentischem VP1 und aminoitethwerlangertem VPY des
HaPyV wurden die Plasmide pFX7-VP1 (authentischésl)Vund pFX7-VPE' (mit 4
zusatzlichen Triplets am 5-Ende des VP1-ORF) ilededer HefeS. cerevisiag Stamm
AH22 (leu2 his4), transformiert (Sasnauskas et al., 1999). Alstkidle wurde das Plasmid
pFX7 verwendet. Das Plasmid pFX7 und die abgeésitgiFX7-Derivate enthalten einen
GAL10-PYK1-Hybridpromotor, ein 2 DNA-Fragment uiléds Candida maltosaFormate
Dehydrogenasel (FDH1)-Gen, das den transformiétedazellen eine Formaldehydresistenz
verleiht (Sasnauskas et al., 1999). Plasmide urfdstienm wurden freundlicherweise von

Dr. A. Gedbvilaite (Institute of Biotechnology, Vilms, Litauen) zur Verfigung gestellt.

Fur die Untersuchungen zur DNA-Enkapsidierung wumdks Plasmid pCMV-Luc
verwendet, das von Dr. Michael Bottger (Max-Dellmu€entrum fir molekulare Medizin,
Berlin) zur Verfigung gestellt wurde. Das Plasmthélt die kodierende Information fur die
Luciferase des Gluhwirmche®hotinus pyralisunter Kontrolle des immediate early (IE)-
Promotors des humanen Cytomegalievirus. Zur Gewigngrosserer Mengen von DNA
wurde das Plasmid irE. coli K12 XL1-Blue-Zellen sugE44 hscR17 recAl endAl gyrA46
thi relAl lac [F'proAB lacllacZ AM15 Tn10(teb)] transformiert.

Rekombinante Derivate der HaPyV-Kapsidproteine WAR2 und VP3 wurden i&. coli
M15[pREP4]-Zellen(Nal Stf Rif lac ara gal mtl F recA+ uvr+ Villarejo et al., 1974)
synthetisiert. Dazu wurden die Zellen mit den Pladem pQE-VP1 (Siray et al., 2000), pQE-
VP2 und pQE-VP3 (Voronkova et al., 2002) transfemti

3.1.2. Monospezifische Kaninchen-anti-VP1-Seren

HaPyV-VP1-spezifische Kaninchenseren wurden durcimdinisierung mitE. colr
exprimierten VP1-Derivaten, d.h. vollstandigem (As84) und verkirztem VP1 (As 29-
320), in Fusion mit einer Dihydrofolat-ReduktaseHfER) gewonnen (Siray et al., 1998;
Voronkova et al., 2002). Fur die Analysen wurdedaifdmunseren der jeweiligen Kaninchen
(Nr. V, VII) als Kontrollen eingesetzt (Tabelle 3).

Zur Testung der Kreuzreaktivitaten von HaPyV-VP1lradam Kaninchenseren eingesetzt,
die gegen JCPyV-VP1, SV40 (beide zur Verfugungedeston Dr. W. Luke, Gottingen) und
BKPyV (zur Verfugung gestellt von Dr. G. Noss, Refen-Siersburg) gerichtet sind.
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Tab. 3
Ubersicht tiber die verwendeten HaPyV-VP1-spezifisg@n Kaninchenseren

Serumnummer| FUr Immunisierung verwendete Bemerkung
Antigene
I VP1-VLPs (As 1-384) Serum, Tier 15639
Il VP1-VLPs (As 1-384) Gesamt-lIgG-Fraktion, Tier 156@3¢g
[l VP1-VLPs (As 1-384) Serum, Tier 15649
\Y VP1-VLPs (As 1-384) Gesamt-IgG-Fraktion, Tier 1§64
VI DHFR-HaPyV-VP1 (As 29-320) anti-HaPyV-VP1
Vil - Praimmunserum zu anti-HaPyV/|-
VP1/2 (Nummer VIII)
VI DHFR-HaPyV-VP1 (As 29-320|) anti-HaPyV-VP1/2
IX DHFR-HaPyV-VP1 (As 29-320) Gesamt-IgG-Fraktion
anti-HaPyV-VP1

3.1.3. Seren spontan HaPyV-infizierter Hamster

Zur Charakterisierung der Kapsidprotein-spezifisctimunantwort wurden insgesamt 46
Seren verwendet, die von spontan HaPyV-infizientaB-Hamstern entnommen worden
waren. Von den insgesamt 19 Seren Epitheliom-tdgerHamster stammten drei von
weiblichen Tieren, entnommen im Alter zwischen 268 369 Tagen, sowie acht von
mannlichen Tieren, gewonnen im Alter zwischen 3b8 631 Tagen. Bei Seren von acht
Epitheliom-tragenden Tieren lagen keine Angaben @Geschlecht und Alter der

Ursprungstiere vor. Die zweite Gruppe bestand ansrSvon insgesamt 19 Epitheliom-freien
Tieren. Hier wurden Seren von 13 weiblichen (entmamn im Alter von 232 — 455 Tagen)
und drei ménnlichen (enthommen im Alter von 29517 Jagen) Hamstern untersucht. Bei
drei Serumproben lagen keine Angaben zu GeschlexhAlter der dazugehdrigen Tiere vor.
In die Untersuchungen wurden weitere acht Serungorolon HaPyV-infizierten Tieren

einbezogen, zu denen weder Angaben zu Alter, Gedohloder Vorhandensein HaPyV-

induzierter Tumoren vorlagen.
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3.1.4. Peroxidase-markierte Antikérper
Fur die immunologischen Analysen wurden folgendeidase (POD)-markierte Antikdrper
verwandt:
- POD-anti-Hamster-Immunglobulin (Verdinnung: 1:25B)orad, Hercules, CA,
USA
- Schwein-anti-Kaninchen-Antikorper (PAP I, 1:200 dié@nnt) und Kaninchen-
Peroxidase-anti-Peroxidase Komplex (PAP I, 1:46funnt): DAKO, Hamburg,
Deutschland
- POD-anti-Maus-Immunglobulin (Verdinnung: 1:250)oiid, Hercules, CA, USA

3.2. Chemikalien, L6sungen, Medien und Biofeincherkalien
3.2.1. Grundchemikalien
- Agar Noble: Difco, Detroit, MI, USA
- Agarose: Serva, Heidelberg, Deutschland
- Amidoschwarz: Reanal, Budapest, Ungarn
- Ammoniumpersulfat (APS) Serva, Heidelberg, Deutsct
- Bromphenolblau: Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden
- Casamino acids: Difco, Detroit, MIl, USA
- Casiumchlorid: Serva, Heidelberg, Deutschland
- 4-Chloro-1-Naphthol-Tabletten: Sigma, St.Louis, MCEA
- Coomassie Brilliant Blau G 250: Serva, Heidelb&gutschland
- Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Tetraessigee (EGTA): Sigma,St. Louis,
MO, USA
- Essigséaure: J.T. Baker, Deventer, Niederlande
- Ethanol: J.T. Baker, Deventer, Niederlande
- Formaldehyd: Sigma, St.Louis, MO, USA
- Galaktose: Sigma, St.Louis, MO, USA
- D(+)-Glukose: Merck, Darmstadt, Deutschland
- Glyzin: Serva, Heidelberg, Deutschland
- Hefeextrakt: Difco, Detroit, MI, USA
- Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid  (IPTG):  Diagnostic  Chemscal Ltd,
Charlottetown, Kanada
- 2-Mercaptoethanol: J.T. Baker, Deventer, Niederand

- Methanol: J.T. Baker, Deventer, Niederlande
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- Natriumchlorid (NaCl): Merck, Darmstadt, Deutscldan

- Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF): Merck, DarmstaBeutschland
- Ponceau S: Serva, Heidelberg, Deutschland

- Rotiphorese Gel 30: Carl Roth, Karlsruhe, Deutsuthla

- Saccharose: Roth, Karlsruhe, Deutschland

- Tetramethylethylendiamin (TEMED): Serva, Heidelhddgutschland
- 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB): Biorad, Herad, CA, USA

- Triethanolamin: Merck, Darmstadt, Deutschland

- Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris): Merck, Dastadt, Deutschland
- Triton X 100: Ferak, Berlin, Deutschland

- Trockenmagermilchpulver: Difco, Detroit, MIl, USA

- Trypton: Difco, Detroit, MI, USA

- Tween 20: Serva, Heidelberg, Deutschland

- Wasserstoffperoxid (4D.): Merck, Darmstadt, Deutschland

3.2.2 Néahrmedien
Alle verwendeten, nachfolgend genannten Nahrmedierden durch Autoklavieren
sterilisiert.
- LB-Medium: 1% Bacto-Trypton, 0,5% Hefe-Extrakt, M4aCl; pH 7,5
- YEP-Medium: 2% Hefeextrakt, 4% Casamino acids
Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem jeweitighledium 0,75% Agar Noble

zugesetzt.

3.2.3. Lésungen und Puffer
- Anodenpuffer I: 0,3M Tris/HCI pH 10,4; Methand% v/v
- Anodenpuffer 1l: 25mM Tris/HCI pH 10,4; Methan?20% v/v
- Amidoschwarz: Methanol 40% v/v, Essigsaure 10% A&midoschwarz 0,1% w/v
- APS 10% in HO
- Aufschlu3puffer: 20mM Tris-HCI pH7,5, 50mM Na®|,01% Triton X, 2mM
PMSF
- Bradford-Losung: 100mg Coomassie-Blau, 50ml BEtha(95% v/v), 100ml
Phosphorsaure (85% w/v) auf 1 Liter Bidest
- Chlornaphtol: 1 Tablette (30mg) ad 10hethanol
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- Coomassie-Blau Farbelésung: 0,59 Coomassie idll Blau G 250, 275ml
Methanol, 50ml Essigséure auf 500ml| Bidest
Entfarberldsung: 30% (v/v) Methanol, 7% (v/v)siEséaure in Bidest
Ethidiumbromid-Losung: 500ml TAE-Puffer, 20u lhigtiumbromid (1%)
- Kathodenpuffer: 2,5ml 1M Tris-HCI pH 9,4; 1,1%gjycin, 20ml Methanol auf
100ml Bidest
N-LOsung: 50g Kaliumacetat, 30 ml konz. Essige&uf 200ml| Bidest
- Probenpuffer: 25ml 1M Tris-HCI  pH 6,4; 2g SDSOnll Glycerin, 1%
Bromphenolblau, 5ml 2-Mercaptoethanol 10%(v/v)
- SDS-PAGE-Puffer (10-fach): 31g Tris-HCI, 144gyG@h 20%(v/v), 10g SDS; pH
6,8
- TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) 50-fach: 24% Trid€l, 14% Na-Acetat, 3,7%
EDTA, pH 7,7
TE-Puffer: 10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA

3.2.4 Enzyme
- DNase I: Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Schweiz
- Proteinase K: Boehringer, Ingelheim, Deutschland
- RNase: Boehringer, Ingelheim, Deutschland

3.2.5. Molekulargewichtsmarker
- LMW Electrophoresis Calibration Kit: Pharmadieiburg, Deutschland
Phosphorylase b (94kDa), bovines Serumalbumin (@ykOvalbumin (43kDa),
Carboanhydrase (30kDa), Trypsininhibitor (20,1kRea}),actalbumin (14,4kDa)
- DNA-MolekulargewichtsmarkerA-Hind 11l Marker (MBI Fermentas, Vilnius,
Litauen) Fragmente: 23130; 9416; 6557; 4361; 22P27; 564; 125 Bp

3.3. Einwegmaterialien

- 3BMM-Papier: Schleicher& Schuell, Dassel, Deutaoll

- Protran Nitrozellulose (Porengréf3e 0,45nm): Schir & Schuell, Dassel, Deutschland
- 96 well-Polysorb-Platten: Nunc Brand Product, ildge, Danemark

- Glasperlen (0,5mm Durchmesser): Sigma, St. Low(3, USA
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3.4. Methoden

3.4.1. Virologische Methoden

Die Virusreinigung aus Epitheliomen HaPyV-infizertHamster erfolgte nach einer Methode
von Bottger et al., 1971. Fur die Virusreinigungrdal 5g Epitheliomgewebe von HaPyV-
infizierten Hamstern mit 30ml PBS versetzt und n@inbhomogenisiert. Die entstandene
Suspension wurde 20 Min bei 10.000U/min (Sorvall 5SBC SS34 Rotor) und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei 4°C aufbevdbas Pellet wurde erneut in 30ml PBS
aufgenommen und 2 Min bei einer Amplitude von 20% Wiraschall behandelt und erneut
20 Min bei 10.000U/min (Sorvall RC5B, SS34 Rotomdu4°C zentrifugiert. Beide
Uberstande wurden vereinigt und drei Stunden bed(ZBJ/min (Beckman L7-55, SW40
Rotor) und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 1RBS aufgenommen und in einem
Gradienten aus Casiumchlorid (CsCl) (1,46g/ml) @atcharose (1,1g/ml) 20 Stunden bei
28.000U/min (Beckman L7-55, SW40 Rotor) und 4°Cegegt. Danach wurden Fraktionen
von je 2ml entnommen und mittels SDS-PAGE und WastBlot-Analyse auf das
Vorhandensein von HaPyV getestet.

3.4.2. Mikrobiologische und molekularbiologische Meden

3.4.2.1. Transformation von E. coli-Zellen mit pQB4abgeleiteten Plasmiden

Fur die Transformation wurden Aliquots von je 10@pmpetenter M15[pREP4]-Zellen im
Eisbad aufgetaut. Zu einem Aliquot wurde keine DiINAzugeflgt, um die
Antibiotikumempfindlichkeit nicht-transformierterelien in einem Selektionsmedium zu
kontrollieren. Die anderen Aliquots wurden mit jel DNA von pQE40, pQE40-VP1,
pPQE40-VP2 bzw. pQE40-VP3 versetzt. Nach Zugabddek folgte eine 45-mindtige
Inkubation im Eisbad. Anschliessend erfolgten eueiminttiger Hitzeschock bei 42°C und
eine anschliessende Inkubation fir 90 Sekundenisivall. Zu den Proben wurden je 400ul
LB-Medium zugegeben und die Ansétze fir eine Stuoed&7°C im Wasserbad geschittelt.
Je 50ul der Ansatze wurden auf Selektions-LB-Agdteh, die mit 25ug/ml Kanamycin und
100pg/ml Ampicillin versetzt waren, geimpft. Dierbkebenen Ansatze wurden 10 Sekunden
bei 4.000U/min (Sorvall RC5B, SS34 Rotor) zentriéwg Anschliessend wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet im verbliebeviedium resuspendiert und auf weitere
Selektionsagarplatten aufgebracht. Die Platten eukiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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3.4.2.2. Synthese von rekombinanten HaPyV-DHFR-Fassproteinen mittels pQE-
Vektoren in E. coli-Zellen

Zunachst wurden je 2ml Selektions-LB-Medium (25ug/Kanamycin und 100pg/mi
Ampicillin) mit einer Kolonie beimpft und Uber Nachbei 37°C geschittelt. Die
Ubernachtkultur wurde 1:4 mit Selektions-LB-Mediwrardiinnt und bei 37°C fir weitere
90min geschdattelt. Durch Zugabe von IPTG (Endkotraéion 2mM) wurde die Synthese der
HaPyV-DHFR-Fusionsproteine  induziert.  Zur  Kontrolleder  Induktion  der
Fusionsproteinsynthese wurde jeweils eine Positiklle (pQE40-transformierte
M15pREP4-Zellen mit Zugabe von 2mM IPTG) und einegativkontrolle (pQE40-
transformierte M15pREP4-Zellen ohne IPTG-Zugabeayaeiiihrt. Die Induktion erfolgte tber
funf Stunden. Anschliessend wurden die Ansatze2fiiMinuten bei 4.000 U/min (Sorvall
RC5B, SS34 Rotor) zentrifugiert, das Pellet in Rig8vaschen und erneut 20 Minuten bei
4.000 U/min (Sorvall RC5B, SS34 Rotor) zentrifugi®ie Pellets wurden fur die folgenden
Analysen bei —20°C gelagert.

3.4.2.3. Herstellung nativer Totallysate aus E. edkllen

Zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen von in Bi@mseren vorhandenén colr
spezifischen Antikdrpern wurden die Seren beim \&fesBlot mit einem nativek. colr

Lysat vorinkubiert. Dazu wurden zunachst mit pQE4@sformierteE. coliZellen des
Stammes M15[pRER4n einer Ubernachtkultur in LB-Medium angesetzti e Synthese
der DHFR (Dihydrofolatreduktase) induziert. AnseBend wurden die Zellen einer nativen

Lyse unterzogen und in PBS-L6sung bei -20°C auflbet8orisova et al. 1993).

3.4.2.4. Herstellung von Lysaten aus Lebergewebdi-freier Hamster

Als Negativkontrolle fir Western Blot-Analysen miHaPyV wurden Lysate von

Lebergewebe HaPyV-freier HaP-Hamster verwendet.uDaarden 10g Lebergewebe eine
Stunde in 30ml PBS homogenisiert und 15 Minuten4@00U/min (Sorvall RC5B, SS34
Rotor) und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde Shimten in 0,5ml Probenpuffer gekocht und
anschliessend 5 Minuten bei 12.000 U/min (Sorvdll5R, SS34 Rotor) zentrifugiert. Der

Uberstand wurde fiir Western Blot-Analysen verwendet
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3.4.2.5. Expression von HaPyV-VP1 in Hefezellen

Fur die Anzucht de®. cerevisiadefezellen (Stamm AH22) wurde YEP-Medium verwendet
Die primdre Anzucht von pFX7-VP1-, pFX7-VP1und pFX7-transformierten Hefezellen

erfolgte in Petrischalen mit YEP-Agar bei Raumterape fir zwei Tage. Zur Herstellung

einer Flussigkultur wurden 600ml YEP-Medium, das @kicose und 0,03% Formaldehyd
enthielt, mit den Hefezellen beimpft und 20 Stunbdei 30°C geschiittelt. Fur die Induktion
der Fremdproteinsynthese wurde ein Mediumwechseglermmmen. Die Erlenmeyerkolben
wurden dazu 3 Stunden bei Raumtemperatur schréglige®as Uberschissige Medium
wurde dekantiert und durch neues YEP-Medium mit@&aktose und 0,03% Formaldehyd
ersetzt. Die Kulturen wurden abermals 24 StunderBO¥C geschuttelt, abzentrifugiert und
die Zellsedimente bis zur weiteren Verwendung Bér€ verwahrt.

3.4.2.6. DNA/RNA-Isolierung mittels Mini-Prep

Durch Beimpfen von 9 ml LB-Medium mE. coliZellen wurde eine Kultur angelegt, die
uber Nacht bei 37°C inkubiert wurde. Die Ubernaalitic wurde fir 5 Minuten bei 12.000
U/min (Sorvall RC5B, SS34 Rotor) pelletiert. Dasl&ewnurde in 500ul 10mM Tris-HCI pH
8,0 gewaschen und nach Resuspendieren in 100ul-ReE&r fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die alkalische Lyse gt®lfur finf Minuten nach Zugabe von
200ul Lysispuffer (0,2N NaOH; 1% SDS) im Eisbadr Besatz wurde mit 150 pl N-L6sung
fur 10 Minuten im Eisbad neutralisiert und ansagend 5 min bei 14.000 U/min (Sorvall
RC5B, SS34 Rotor) und 4°C zentrifugiert. Der Ubsmst wurde mit 450ul Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol (Verhaltnis 24:24:1) veta, 5 Minuten geschuttelt und
anschliessend 5 Minuten bei 12.000U/min (Sorvall5SRCSS34 Rotor) zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wurde abgenommen und mit 96@gigem Ethanol fir 10 Minuten
bei Raumtemperatur geféllt. Es folgte eine Zengation fir 5 Minuten bei 12.000U/min
(Sorvall RC5B, SS34 Rotor). Das Sediment wurdelmt 75%igem Ethanol gewaschen und
erneut fur 5 Minuten bei 12.000U/min (Sorvall RC58534 Rotor) zentrifugiert. Das
RNA/DNA-Pellet wurde getrocknet und in TE-Puffeii 620°C aufbewahrt.

3.4.2.7. Enkapsidierung des Plasmids pCMV-Luc iretd-exprimierten HaPyV-VP1-VLPs
Fur die Verpackungsversuche mit dem Plasmid pCM¥-lmurde 1 ml gereinigtes, Hefe-
exprimiertes HaPyV-VP1 (1mg Protein/ml) verwendgm die VP1-VLPs zu dissoziieren,
wurden sie 16 Stunden mit 10mM EGTA und 10mM Dithieitol (DTT) bei 37°C und
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einem pH von 9 behandelt. Um mdgliche Kontaminaiomit Wirts-DNA auszuschliessen,
wurde die Probe fur 10 min bei 37°C mit 2ul pankseder DNase | (10U/ul) versetzt. Die
Inaktivierung der DNase erfolgte fir 10min bei 65%hschliessend wurde die Probe mit
10pug des Plasmids pCMV-Luc versetzt. Dies entsprgghem Protein/Plasmid-Verhaltnis
von 100:1. Um ein Re-Assembly der VLPs zu erreichgarde 0,5mM Calciumchlorid

(CaCh) hinzugefugt und der pH-Wert durch Titration mit,10 Salzsé&ure bei

Raumtemperatur auf 6 gesenkt. Zur Kontrolle dempsekung des Plasmids in VLPs wurde
die Probe mit DNase behandelt. Wahrend aller Sehdes Protokolls wurden Proben

entnommen und anschliessend auf ein 0,8%iges Aggebaufgetragen.

3.4.3. Proteinbiochemische Methoden

3.4.3.1. Reinigung von Hefe-exprimierten HaPyV-VRA-Ps

Zur Reinigung von VLPs wurden die induzierten Hedékren bei 4000U/min (Sorvall
RC5B, SS34 Rotor) fur 15 Minuten zentrifugiert. Dalet wurde in Aufschlusspuffer (siehe
2.2.3) aufgenommen, gewaschen und nochmals beil 4000 (Sorvall RC5B, SS34 Rotor)
fur 15 Minuten in Falcon-Réhrchen zentrifugiert. rDgberstand wurde verworfen und die
Zellpellets wurden bis zur weiteren Verwendung-+#0°C eingefroren. Das Zellpellet wurde
zu ca. 1/3 der Pelletmenge mit Glasperlen aufgetiitl stark gevortext bis das gefrorene
Pellet durch die Glasperlen zerrieben war. Dasrdeehandelte Pellet wurde mehrmals mit
Aufschlusspuffer und 1%igem Tween-20 gewaschen wmdeut zentrifugiert. Die
zusammengefugten Uberstande wurden nun auf eineégé5$accharoseldosung aufgebracht
und 20 Stunden bei 28.000 U/min (Beckman L7-55, 8WRbtor) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 300pfiséhlusspuffer geldst. Diese Losung
wurde auf einen Casiumchlorid-Gradienten (1,38-1,30-1,26-1,24-1,20 g/ml) gebracht
und 48 Stunden bei 38.000 U/min (Beckman L7-55, 8\Wdtor) zentrifugiert. Es wurden 10
Fraktionen zu je 1ml abgenommen und mittels SDS-PAGd Western Blot-Analyse auf das
Vorhandensein von HaPyV-VP1 getestet. Als Negatmtolle (NK) fur die Analyse wurde
Hefe-exprimiertes, gereinigtes Nukleokapsidproteirines Puumalavirus, Stamm
Vranica/Héallnds (PUUV-Vra; Dargeviciute et al., 200verwendet, das mir von Dr. Ausra

Razanskiene (Institute of Biotechnology, Vilniugtauen) zur Verfigung gestellt wurde.

3.4.3.2. Photometrische Proteinbestimmung nach Biad
Der Proteingehalt von Proben wurde nach der Brddféethode (Bradford, 1976) bestimmit.

Dazu wurden 10 pl der zu untersuchenden Proteingsuit 1ml Bradfordlésung (siehe
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2.2.3.) versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 8 wurden von jedem Ansatz die
Extinktionen bei 590nm gegen PBS gemessen. Die é&mration wurde anhand einer
Eichgeraden auf Basis von bovinen Serumalbumin (B8#ung bestimmt. Hierfir wurden
bovine Serumalbubin (BSA)-Losungen mit Konzentmaio von 20, 50, 100, 150, 250 und
800ug/ml in PBS vermessen.

3.4.3.3. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDSTHA

Fur die Analyse von Zelllysaten und gereinigten t€iren wurden 15%ige SDS-
Polyacrylamidgele verwendet. Das fertige Gel bebtaus drei Komponenten, die in
folgender Reihenfolge hergestellt und in die Elghroresekammer eingefillt wurden, so

dass das Verschlussgel den unteren Teil des Ge&tdai

- VerschluRgel: 2ml Rotiphorese Gel 30; 4ml TristH®, pH 8,8; 100ul APS 10%; 10ul
TEMED

- Trenngel (15%): 40ml Rotiphorese Gel 30; 40mkTHICI 1M, pH 8,8; 200ul APS; 20ul
TEMED

- Sammelgel (3%): 2ml Rotiphorese Gel 30; 10ml-HGI 1M, pH 6,8 ; 8ml HO; 100l
APS; 10ul TEMED

Aliquots der Proteinproben wurden 1:1 mit Probefgubersetzt, stark mit einem Vortex-
Gerat gemischt und 5 min gekocht. Zur Abschatzueg Mlolekulargewichte der zu
untersuchenden Proteine wurde ein ProteinmarkerVWLElectrophoresis Calibration Kit;
siehe 2.2.5.)) auf das Gel aufgetragddas Gel wurde in die Proteanlixi Cell-
Elektrophoresekammer (Biorad, Hercules, CA, USApespannt und mit SDS-PAGE-Puffer
(siehe 2.2.3.) beflllt. Wahrend der initialen Eimdarung der Proben wurde eine Spannung
von 150V angelegt und nach vollstandiger Einwangigrunach ca. 15 Minuten, auf 200V
erhoht. Sobald die Farbstofffront im Trenngel eSteecke von ca. 7cm zurtickgelegt hatte,
wurde das Gel aus der Kammer entnommen. Nach dektr&ransfer wurde das Gel fur ca.
24 Stunden in Coomassie-blau-Farbelosung gelegtdamé&ch mindestens 24 Stunden in

Entfarberldsung gewaschen.

3.4.3.4. Hamagglutination
Die Hamagglutinationsaktivitat von HaPyV und HaPgigeleiteten VP1- bzw. VP4VLPs

wurde mit Hamster- und Humanerythrozyten getesistrfir wurde heparinisiertes Vollblut

34



in 0,9%iger NaCl-Lésung gewaschen und bei 1.500 iV/(BEppendorfzentrifuge) fur 15
Minuten zentrifugiert. Die pelletierten Erythrozgtevurden anschlie3end in 0,9%iger NaCl-
L6sung auf 0,5% verdunnt. FUr den Versuch wurderachst eine 96-well-Platte mit 100ug
Hefe-VP1/VPE bzw. HaPyV unverdiinnt und in Verdiinnungen vonkis?1:64 beschichtet
(verdinnt in 0,9% NaCl). Anschlieend wurden 100¢dér jeweiligen 0,5%igen
Erythrozytenldsung hinzugeflgt und die Ansatzeziitei Stunden im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. Darauf wurde die Testplatte 24 Stundarkiihlschrank bei 4°C belassen und am
nachsten Tag ausgewertet. Eine positive Hamagglidim sollte sich durch eine leicht
goldene Farbung und fehlende Knopfbildung zeigambildung durch Absinken der nicht
agglutinierten  Erythrozyten zeigte eine fehlende midgglutination an. Fehlende
Knopfbildung und rétliche Farbung im well stellt&mne h&molytische Reaktion dar und

wurden als nicht auswertbar bewertet. Die Resultatelen fotografisch dokumentiert.

3.4.3.5. Agarosegelelektrophorese

Zur Charakterisierung von nativen VLPs undvitro mit DNA beladenen VLPs wurde eine

Agarosegelelektrophorese durchgefuhrt. Dazu wudierVLPs mit 2ul Ladepuffer versetzt

und auf ein 0,8%iges Agarosegel aufgetragen. Dasvede in die Elektrophoresekammer
gelegt und die Proben bei 150mA ca. eine StundBAB-Puffer (siehe 2.2.3.) aufgetrennt.

Anschlie3end erfolgte zum Nachweis von Nukleins@ime Farbung mittels Ethidiumbromid

und eine Fotodokumentation unter UV-Licht. Anscédiend wurde das Gel entweder mit
Coomassieblau gefarbt oder zum Nachweis der VPigémitat wie beim Western Blot-Test

behandelt.

3.4.4. Immunologische Methoden
3.4.4.1. Western Blot-Analyse

Nach der SDS-PAGE-Auftrennung wurde das Gel fusddinuten in Kathodenpuffer (siehe
2.2.3.) aquilibriert. Anschliessend wurde das Ge&l awvei mit Kathodenpuffer getrankte
3MM-Papierstreifen gelegt und nacheinander mit reirierotran Nitrozellulose-Streifen mit
einer PorengroRe von 0,45nm, zwei in Anodenpuffesowie zwei in Anodenpuffer II

getrankte Papierstreifen (siehe 2.2.3) bedeckt. Edektro-Transfer erfolgte bei 320mA flr
eine Stunde. Zur Kontrolle des Transfers wurdeNlgpzellulosestreifen ca. funf Minuten in
einer Ponceau S-LOsung reversibel angefarbt. Helgeeichem Proteintransfer wurde der
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gefarbte Blot entsprechend der Bahnenverteilunghyggen und anschlieBend mit Bidest
gewaschen. Der Protein-Marker erhielt seine Farbnmgmidoschwarzldésung (siehe 2.2.3.).
Der verbliebene Nitrozellulosestreifen wurde besr und in  phosphatgepufferte
Salzlésung (PBS)-Milch (5% Trockenmilch, 0,01% WNatrazid in PBS/Tween-20) fur 2
Stunden geblockt. Nach dieser Behandlung wurde Bkt Uber Nacht mit den
entsprechenden Antikdrpern oder Seren in PBS-Mideh Raumtemperatur inkubiert. Bei
Verwendung vork. coliexprimierten DHFR-HaPyV-Fusionsproteinen wurdes 8eren mit
einem nativen Totallysat von pQE40-transformierEencoli-Zellen vorinkubiert. Nach der
Inkubation wurde der Blotstreifen mit PBS-Tween iah@ gewaschen und der jeweils
passende POD-markierte Sekundarantikdrper in PB&mwugegeben. Bei Hamsterseren
wurde dazu ein POD-markiertes anti-Hamster-lgG eadet. Bei Verwendung von
Kaninchenseren (anti-HaPyV-VP1, anti-BKPyV, antiPR}¥-VP1 und anti-SV40) wurde eine
Peroxidase-Anti-Peroxidase-Markierung (PAP) duréiige. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS-Tween wurde zunachst fur zwei Stunden eiiicBenantikdrper (Schwein-anti-
Kaninchen; siehe 2.1.4.) zugegeben. Es folgte adlerein dreimaliges Waschen mit PBS-
Tween und anschlielend die Zugabe des KaninchendEase-anti-Peroxidase-Komplexes
(siehe 2.1.4.) mit zweistindiger Inkubation undchiiessendem Waschen in PBS-Tween und
PBS. Nach ca. 3 Stunden wurde der Blot dreimal PES-Tween und zweimal mit PBS
gewaschen. Die Entwicklung erfolgte durch Zugaba @hlornaphtol/HO,. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von Aqua Bidest gestoppt. Desté&e blot bei nativen Agarosegelen

erfolgte analog dem hier beschriebenen Protokoll.

3.4.4.2. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Fur die ELISA-Untersuchungen wurden Mikrotiterptaitt mit 100ul gereinigtem HaPyV
(1,5ug Protein/ml) bzw. Hefe-exprimierten HaPyV-VPérivaten (VP1 oder VFT) pro
well (50-100ng/well) beschichtet und eine Stunde Bé°C im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend wurde die Platte mit PBS-Tween und RB®aschen, um sie dann mit
200ul/well 3%iger BSA-LOsung flr eine Stunde bei@zu blocken. Die Platte wurde erneut
gewaschen und mit 100ul der entsprechenden Hamimev: Kaninchenseren in einer
Verdiinnung von 16 bis 10% befiillt. Nach einer Inkubationszeit von einer $teibei 37°C
wurde die Platte gewaschen und mit den entspreenend®OD-markierten
Sekundarantikérpern aus dem Kaninchen (siehe 2id.4)ner Verdinnung von 1: 30.000
beladen. Nach einer Stunde bei 37°C wurde aberrgaisaschen und 100ul TMB-
Substratlésung (siehe 2.2.1) hinzugefiigt. Die Régbuurde nach 10 Minuten mit 100ul 1M
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Schwefelsaure gestoppt und die Reaktion bei 450nch einer Abgleichung bei 620nm
gemessen. Die Ergebnisse wurden graphisch mit Bbft® Excel dargestellt.

3.4.5. Elektronenmikroskopie

,Die elektronenmikroskoskopischen Untersuchungenrdem freundlicherweise in der
Arbeitsgruppe von Herrn Dr. M. Ozel am Robert Kdahtitut (Berlin) durchgefiihrt. Die
Proben wurden zur elektronenmikroskopischen Unténsng auf dinne, kohleverstarkte
Tragernetze aus Kupfer aufgebracht (Grids). Die etsichungen der gereinigten
Viruspartikeln erfolgte mittels Negativkontrastiags Die Negativkontrastierung wurde mit
1% Uranylacetat durchgefihrt. Die Analyse der Pnobeerfolgte mit dem
Elektronenmikroskop EM10A (Zeiss, Deutschland)iti¢zt nach Siray, 1999)

4. Ergebnisse

4.1. Gewinnung und Charakterisierung von Viruspartkeln und Virus-ahnlichen

Partikeln des HaPyV

4.1.1 Isolation und Reinigung von HaPyV aus Hamstpitheliomen

Im ersten Teil der Arbeit sollten fur die weiteréimtersuchungen HaPyV-Partikel und
HaPyV-abgeleitete VLPs hergestellt werden und msitteterschiedlicher Verfahren in Bezug
auf  Struktur, immunologische Reaktivitat, Nuklginsegehalt und Hamagglutinations-
fahigkeit miteinander verglichen werden.

Da es bis heute kein geeignetes Zellkultursystem \zermehrung von HaPyV gibt,
mussten die bendtigten HaPyV- Partikel aus Epibhedin infizierter Syrischer Hamster
isoliert werden. Dazu wurden zunachst Schnitte viarmorgewebe HaPyV-infizierter
Hamster elektronenmikroskopisch auf das Vorhandensm Viruspartikeln untersucht. Bei
elektronenmikroskopischer Analyse von Epithelionvem zwei Syrischen Hamstern (Tiere
Nr.1960 und Nr.1961) konnte gezeigt werden, dass \druspartikel im Zellkern von
Tumorzellen nachweisbar sind (Abb. 3 und Datentrgelzeigt).

Durch PCR-Amplifikation und anschlieRende Sequennig von HaPyV-DNA aus den
Tumorzellen  konnte  der  elektronenmikroskopische hMems von  HaPyV
molekularbiologisch bestéatigt werden (Dr. Burkhaddndrig, Max-Dellbriick-Centrum,

Berlin; personliche Mitteilung).
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Abb. 3
Elektronenmikroskopische Aufnahme einer HaPyV-iefiten Tumorzelle. Der Zellkern ist
mit Viruspartikeln &) ausgefullt.

Vergr.: 30.000x, Aufn.: M. Ozel, G. Holland (Rob&mwch-Institut, Berlin)

Fur die weiteren Untersuchungen wurde HaPyV authBlpmen eines Syrischen Hamsters
(Tier Nr. 486) mittels mechanischer Lyse und Zéangation (siehe 3.4.1.) gereinigt. Die
Reinigung des HaPyV wurde durch Analyse der Grdadidgraktionen in einem 15%igen

SDS-PAGE uberpruft, bei der das VP1 mit dem ertemtélolekulargewicht von ca. 42kDa

identifiziert werden konnte (Abb. 4). Die gereimgtVirionen zeigten in der Western Blot-
Analyse mit Hamsterserum (Nr.23, 33, 40 und 47) Breteinbanden, die den erwarteten
Molekulargewichten der drei Kapsidproteine VP1, P2 VP3 entsprechen. Durch Western
Blot-Analyse mit einem Kaninchenserum, das geBercoliexprimiertes komplettes VP1

hergestellt worden war (Serum I; As 1-384) konnie Identitat des VP1 bestatigt werden
(Daten nicht gezeigt).
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Nachweis von VP1 in gereinigtem HaPyV in Gradiefredtionen nach Isolation aus
Epitheliommaterial von HaB-Hamster Nr.486 mitteBSSPAGE. Die Nummern B3 — B10
beziehen sich auf die gewonnenen Grandientendradai.

4.1.2. Herstellung und Charakterisierung von Hefeqarimierten HaPyV-VP1-Derivaten

Fur die Enkapsidierungsexperimente sollten Hefeimiprte HaPyV-VP1-Derivate
verwendet werden (siehe 3.4.3.1). Deshalb wurdeli&itUberpriifung der Synthese und der
Reinheit von HaPyV-VP1 ein 15%iges SDS-Polyacrytigel (Daten nicht gezeigt) und ein
Western Blot-Analyse (Abb. 5A) mit anti-HaPyV-VPlaKinchenserum | durchgefuhrt. Die
Quantifizierung der Proteinausbeute erfolgte nadad®rd (Abb. 5B). Aufgrund der
Reaktivitat im Western Blot-Test, der Konzentrasbestimmung nach Bradford und der
beobachteten Reinheit in der SDS-PAGE wurden fi@ deiteren Untersuchungen die
Fraktionen A1-A3 mit einer HaPyV-VP1-Proteinkonzatibn von bis zu 1mg/ml
ausgewahlt.
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Abb. 5

Analyse der Fraktionen eines CsCI-Gradienten zumigeng von Hefe-exprimierten
HaPyV-VP1-VLPs im Western Blot-Test unter Verwengwmes VP1-spezifischen
Kaninchen-Antiserums (Serumnummer |; As 1-384) Bedtimmung der Proteinmenge
in den Fraktionen des CsCI-Grandienten von Hefetsnertem HaPyV-VP1 mittels
Bradford-Methode (B). Als Molekularmarker wurde LMEectrophoresis Calibration kit
verwendet (A). Von Fraktion Al zu Fraktion A8 nimdie Dichte im Gradienten zu (B).

4.2. Methoden zur Beladung von HaPyV-abgeleiteten\WPs mit Plasmid-DNA
4.2.1.Charakterisierung von Hefe-exprimierten VLPsittels Agarose-Gelelektrophorese
Bevor mit der Entwicklung von Verfahren zur Verpanl von fremder Plasmid-DNA in
VLPs begonnen wurde, sollte zunachst gepriift werderie in Hefe exprimierten VLPs mit
zellularer Nukleinsdure kontaminiert sind. Zur Arsdl des Laufverhaltens von HaPyV-VP1
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im Agarosegel wurde Hefe-HaPyV-VPH, coltHaPyV-VP1 und HaPyV-Partikel verwendet.
Die verschiedenen VP1-Derivate zeigten nach EtmBromidfarbung eine Assoziation mit
Nukleinsaure (Abb. 6A). Interessanterweise wandelie VP1-assoziierte Nukleinsaure
(Bahn 1) im Vergleich zu isolierter NukleinsaureNBYRNA-Gemisch auf Bahn 2) in die

entgegengesetzte Richtung zur Anode. Die Assoniader Nukleinsdure mit VP1-Protein
wurde durch anschlieRende Coomassieblau-Farbund\gie®segels (Abb. 6B) bzw., nach
Transfer auf Nitrozellulose, durch Immunoblot miinemm anti-VP1-Serum (Abb. 6C)

erbracht.

Diese Untersuchungen zeigten, dass die native AgaBelelektrophorese eine Méglichkeit
darstellt, die Assoziation von Nukleinsaure mit VR@ prufen, ohne dass dabei die
Reassemblierung der VLPs gepruft wird.

A) + B) + C) +

Abb. 6
Analyse der Wanderungseigenschaften von Hefe-exgtem HaPyV-VP1-VLPs im
Agarosegel. Gereinigte Hefe-exprimierte VP1-VLPsl{B 1), HaPyV (Bahn 3) und DHFR-

VP1 (Bahn 4) wurden in einem 0,8%igen Agaroseg&eitagen. Das Gel wurde nach der

Auftrennung mit Ethidiumbromid (A) oder CoomasiabléB) gefarbt. Nach Transfer der
Proteine auf Nitrozellulose wurde mit einem Kaniagtanti-VP1-Serum inkubiert (C). Als
Kontrolle wurde eine DNA/RNA-Praparation aks coli-Zellen aufgetragen (Bahn 2). Die
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Auftragungslinie ist durch einen Strich markierte ddnode (+) und Kathode (-) sind am

jeweiligen Bildrand angegeben.

4.2.2. Verfahrensentwicklung zum Nachweis der Vecgang von Plasmid-DNA

4.2.2.1. Dissoziation und Reassozation von Hefe-expierten VP1-VLPs

Ziel dieser Untersuchungen war, ein einfaches Veefa zur Prifung der Assoziation und
Verpackung von Plasmid-DNA in VLPs und der Reasdieming der VLPs zu entwickeln.
Dazu wurde die Hamagglutinationsfahigkeit von VLRsntersucht, sowie eine
elektronenmikroskopische Analyse durchgefuhrt. Um ntedschiede im
Hamagglutinationsverhalten von authentischen Hakwpiven und Hefe-exprimierten
HaPyV-VP1-VLPs festzustellen, wurden die Probenihrer Reaktion mit Human- und
Hamstererythrozyten verglichen.

Als Kontrolle wurde eine Reihe ohne HaPyV-VP1-Zugabdurchgefuhrt. Die
Hamaglutinationsversuche zeigten sowohl fur di@naiinanten Proteine HaPyV-VP1 und
-VP1# als auch fir virales HaPyV keine Hamagglutinati@aten nicht gezeigt). Das
bedeutet, dass die Hamagglutination fir HaPyV ua@yV-abgeleitete VLPs zum Nachweis
der Reassemblierung nicht geeignet ist. Alternatollte gepruft werden, ob
elektronenmikroskopische Verfahren in der Lage ,sofid Dissoziation, Reassoziation und
Nukleinsaureverpackung von VLPs nachzuweisen. Zwsiasollte geklart werden, ob sich
die VLPs durch die beschriebene Behandlung (sieh2.3) 6ffnen und wieder verschliessen
lassen. In der unbehandelten Probe von gereinidtefe-exprimierten HaPyV-VP1 wurde
eine grol3e Anzahl intakter VLPs nachgewiesen (A#). Durch Behandlung der VLPs mit
EGTA/DTT wurde die Partikelstruktur aufgelockertbf® 7B), wahrend durch anschliel3ende
Behandlung der Probe mit Kalziumchlorid (Endkoneaidn 2mM CaCJ) eine Reassoziation

von Partikeln erzielt werden konnte (Abb. 7C).
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Abb.7

Elektronenmikroskopische Aufnahme gereinigter Hetprimierter HaPyV-VP1-Virus-
ahnlicher Partikel-&) nach Reinigung (A), nach Auflockerung der Paitikgt EGTA/DTT
(B) und Reassoziation mit 2mM Kalziumchlorid (C).

Vergr.: 125.000x%, Aufn.: M.Ozel, G.Holland (Rob&wch-Institut, Berlin)

4.2.2.2. Beladung von Hefe-exprimierten VP1-VLPs inpCMV-Luc-Plasmid-DNA
Nachdem die oben beschriebenen Untersuchungengydmdien, dass die native Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 3.2.1) und elektronenmakapische Verfahren (siehe 3.2.2.1) zum
Nachweis von Nukleinsaureassoziation und ReassevoblyLPs eingesetzt werden konnen,
sollte ein Verfahren zur Beladung von VLPs mit FdeBNA etabliert werden. Fir diese
Untersuchungen wurde das Plasmid pCMV-Luc verweriei@t die Enkapsidierung wurden
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die Hefe-exprimierten HaPyV-VP1-VLPs mit EGTA/DTTedffnet (Abb. 8; Bahn 1). Im
Ethidiumbromid-gefarbten Gel konnte eine Nukleinsagsoziation beobachtet werden, die
die Kontamination der gereinigten VLPs mit Hefe-Muksaure bestétigte. Die Behandlung
der gedffneten VLPs mit DNase (Bahn 2) bzw. RNaBehf(i 3) fuhrte zur deutlichen
Reduktion bzw. Beseitigung der Nukleinsdurekontatmm der VLPs. Bei einfachem
Mischen der geoéffneten VLPs mit Plasmid-DNA (Bahnh kbnnte durch anschlieRende
DNase-Behandlung die DNA angegriffen werden (Bahndh. das Plasmid ist durch die
geoffneten VLPs nicht vor der enzymatischen Wirkdeg DNAse geschitzt. Im Gegensatz
dazu ist Plasmid-DNA bei Kalziumchlorid-vermittelteeassemblierung von VLPs (Bahn 6)
so mit den VLPs assoziiert, dass die DNase nurgfiadie VLP-assoziierte DNA angreifen
konnte (Bahn 7).

aa

“arker 1 2 3 1 K & K

Abb. 8

Analyse von Hefe-exprimierten VP1-VLPs vor und naalgabe von pCMV-Luc-Plasmid-
DNA mit Hilfe eines 1,5%igen Agarosegels.

Geoffnete, native VLPs (Bahn 1) wurden mit DNasahB 2) bzw. RNase (Bahn 3)
behandelt. Nach Beladung der getffneten VLPs mMy@d.uc-Plasmid (Bahn 4) kann das
Plasmid durch DNase-Zusatz (Bahn 5) degradiert everéNach Verschluss der VLPs mit
2mM CaC} (Bahn 6) ist auch nach Zusatz von DNase (Bahnit)deutliches Signal
vorhanden (Pfeil). DNA-Market-Hind 11l Marker
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In einer parallelen Untersuchung sollte elektrond&nmskopisch gepruft werden, ob die VLPs
das pCMV-Luc-Plasmid aufgenommen haben. Nach Zugabd’lasmid zu geotffneten VLPs
und anschlieBender Reassemblierung (Abb. 9B) zegith im Vergleich zu den
unbehandelten Partikeln (Abb. 9A) eine Zunahme d&nzahl der VLPs mit
elektronendichtem Inneren, was einen Hinweis agifAdisoziation der VLPs mit der Plasmid-
DNA ist. Somit konnte prinzipiell gezeigt werdenasd das entwickelte Verfahren der
Dissoziation von VLPs, Zugabe von Plasmid-DNA umndchlieRender Reassemblierung zur
Assoziation der Fremd-DNA mit den VLPs fuhrt und mso fir weiterfiihrende

Untersuchungen zum Gentransfer einsetzbar ist.

A)

—
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Abb. 9

Elektronenmikroskopische Darstellung von gereimgtaPyV-abgeleiteten-Virus-ahnlichen
Partikeln &) vor (A) und nach (B) Beladung mit pCMV-Luc-Plagi¥iDNA. Nach der
Beladung zeigt sich eine doppelt so hohe Beladuraeg die mit der Elektronendichte im
Inneren der Partikel korreliert.

Vergr.: 50.000x, Aufn.: M.Ozel, G.Holland (Roberbéh-Institut, Berlin)

4.3. Untersuchungen zur Immunogenitat von HaPyV undHaPyV-VP1-VLPs
4.3.1. Charakterisierung der Polyomavirus-spezifignh Immunantwort in spontan HaPyV-
infizierten Hamstern
4.3.1.1. Nachweis der Expression von HaPyV-Kapsidpteinen inE. coli
Eine pra-existierende VLP-spezifische Immunitat Regzipienten kbnnte moglicherweise ein
Problem fur die gentherapeutische Anwendung von 3/ldarstellen. Deshalb sollte die
Antigenspezifitdat und Kreuzreaktivitdit von Seren Py¥-infizierter Syrischer Hamster
untersucht werden. Dafir wurden die HaPyV-Kapsitpne VP1, VP2 und VP3 als
Fusionen mit der DHFR i&. coli exprimiert. Die Expression der DHFR-Fusionspratesier
erwarteten Molekulargewichte (DHFR-VP1: 66,5 kD&4ER-VP2: 63,3 kDa; DHFR-VP3:
50,3 kDa) konnte mittels 15%igem SDS-Polyacrylaraid@aten nicht gezeigt) und Western
Blot-Analyse (Abb.10) erbracht werddm Western Blot konnte mit Hilfe von Seren HaPyV-
infizierter Hamster eine Immunreaktion von Proteirger flr die drei Kapsidproteine zu
erwartenden Molekulargewichte gezeigt werden. Insdlfuss wurde durch Vorinkubation
eines HaPyV-spezifischen Hamsterserums Enitoliexprimierten Kapsidproteinen DHFR-
VP1 (Kontrolle), DHFR-VP2 bzw. DHFR-VP3 die Reaki#it des Serums mit den jeweiligen
viralen Proteinen fast vollstandig blockiert. Bebthkubation mit einenk. coliTotallysat,
das nur DHFR-Protein enthielt, wurde keine Reduktler Reaktion des Hamsterserums mit
den viralen Kapsidproteinen beobachtet (Daten ngteigt). Die Reaktivitat der drei
rekombinanten Proteine mit einem Serum-Pool vonr \HaPyV-infizierten Hamstern
(bestehend aus Hamsterseren Nr. 23, 33, 40, 4diveung 1:200) deutete bereits darauf
hin, dass es sich bei allen drei Proteinen um intdoamnnante Proteine handelt, gegen die in
infizierten Hamstern Antikorper gebildet werden.sANegativkontrolle fir die Analysen
wurden pQE40-transformiertd. coliZellen verwendet, die eine DHFR mit amino-

terminalem His-Schwanz (DHFR: 24,7kDa; 217 Aminagsay synthetisieren. Der
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Hamsterserumpool zeigte keine Reaktivitat mit deiFB (Abb. 10). Das Vorhandensein der
DHFR im E. coliTotallysat wurde im Western Blot-Test durch dieaRtivitat mit einem
anti- His6-Antikorper (Verdinnung 1:1.000) bele@afen nicht gezeigt).

M pQE-40  pQPl1  pQE-VP2  pQE-VP3

94kDa
67

43
30

20,1

14,4

Abb. 10

Nachweis von Antikdpern gegen HaPyV-VP1, -VP2 WiB3 im Serumpool von HaPyV-
infizierten Hamstern mit pQE-40 als Negativkonteof—> markiert die nachgewiesene
Virusproteinbande)

4.3.1.2 Charakterisierung der AntikOrperantwort in spontan HaPyV-infizierten
Hamstern mittels E. coli-exprimierter Kapsidproteine

Zur Charakterisierung der HaPyV-spezifischen Amadantwort in infizierten Syrischen

Hamstern wurden Totallysate vén coliZellen, die die HaPyV-Strukturproteine VP1, VP2

und VP3 als Fusionen mit DHFR enthalten, im Westlot-Test auf ihre Reaktivitat mit

Seren spontan HaPyV-infizierter Hamster (KolonierliBeBuch; so genannte ,HaB-

Hamster”) getestet. Als Negativkontrolle wurde d&iatallysat von pQE40-transformierten

Zellen verwendet.

Die verwendeten Hamsterseren waren zwei Gruppemozdaen:

Gruppe | bestand aus Seren von Epitheliom-positiMaB-Hamstern. Alle 22 getesteten

Seren reagierten positiv auf alle drei Strukturpireg (Abb. 11A und Daten nicht gezeigt).

Die Serengruppe Il stammte von HaPyV-infizierterBHdamstern, bei denen jedoch keine

Epitheliome nachgewiesen waren. Hier reagierten deB8 19 Seren mit allen drei

Strukturproteinen Ein Hamsterserum reagierte miLt iRd VP2, jedoch nicht mit VP3(Abb.
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11B und Daten nicht gezeigt). Neben den stark neakt Proteinen der erwarteten
Molekulargewichte wurden weitere Proteinbandenbassndere im Lysat von DHFR-VP3-
exprimierenden Zellen, die Degradationsproduktstédien, beobachtet (Abb. 11A und B mit

* gekennzeichnet):

A) B)
™ Vv N
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Abb. 11

Western Blot-Reaktivitdt von Seren spontan HaPyizierter Hamster mit rekombinanten
DHFR-Fusionsproteinen der Kapsidproteine VP1, VR& WP3 des HaPyV. Gezeigt ist ein
Serum eines Hamsters mit Epitheliombefund (#581uig ein Serum eines Hamsters ohne
Epitheliome (#598; B). Die jeweiligen DHFR-Fusionsi@gine mit den erwarteten

Molekulargewichten sind durch Pfeile gekennzeich¢f¢tmarkiert Degradationsprodukte.

4.3.2. ELISA-Reaktivitat des Hefe-exprimierten Ha?WP1 mit Seren HaPyV-infizierter
Hamster
Um einen quantitativen Vergleich der Reaktivitatenschen Seren Epitheliom-tragender und
Epitheliom-freier HaPyV-infizierter Hamster anzuke, wurde ein Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) unter Verwendung vommideerserum-Pools durchgefihrt
(Abb. 12). Als Antigen diente Hefe-exprimiertes H&PVP1; als Negativkontrolle wurde
Hamsterserum von HaPyV-negativen Tieren benutzP{a). Bei einer Verdinnung von
1:1000 wurde noch eine starke Hintergrund-Reakdies Negativkontrollserums beobachtet,
die jedoch bei weiterer Verdinnung nicht mehr namblbar war. Die Reaktivitaten der
Serumpools von Tumor-tragenden und Tumor-freiemehieinterschieden sich deutlich; das

spiegelte sich in den Extinktionen und den Endptitekn der Pools wider. Der Endpunkttiter
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des Pools von Epitheliom-tragenden Tieren lag 108 wahrend der von Epitheliom-freien
Tieren bei 16lag (Abb. 12).
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Abb.12

Vergleich der Reaktivitat von Serumpools HaPyViiditer, Epitheliom-tragender
(Papillom+) und Epitheliom-freier (Papillom-), savHaPyV-freier (HaPyV-) Hamster mit
Hefe-exprimiertem HaPyV-VP1 mittels ELISA

4.3.3. Kreuzreaktivitat der Hefe-exprimierten HaPyWP1-Derivate mit VP1-spezifischen
Kaninchenseren

Fur die Verwendung von VP1-abgeleiteten VLPs in@entherapie stellt insbesondere das
Vorhandensein oder die Induktion von Polyomavirtedkreaktiven Antikorpern nach
Applikation von VLPs ein mégliches Problem dar. Bab sollten die Kreuzreaktivitaten von
HaPyV mit dem Affenpolyomavirus SV40 und den hunahpgenen Polyomaviren JCPyV
und BKPyV im ELISA und Western Blot-Test untersual@rden. Dazu wurden einerseits
Kaninchenseren, die durch Immunisierung mit JCRARZL (Abb. 13), SV40 und HaPyV-
VP1 hergestellt worden sind und andererseits SayerHaPyV-infizierten Epitheliom-
positiven und —negativen Hamstern verwendet. Maten zu diesen Versuchen (JCPyV,
BKPyV und JCPyV-VP1 wurden mir freundlicherweisenaer Forschungsgruppe um K.
Sasnauskas/Vilnius zur Verfugung gestellt). Als &tadcontrolle wurde Hefe-exprimiertes

Nukleokapsidprotein eines Hantavirus, des Stammesn@lavirus-Vranica-Hallnas,
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verwendet. Bei der Western Blot-Analyse reagiesa® ahti-JCPyV-VP1-Serum mit allen
rekombinanten Polyomavirus-VP1-Proteinen (Abb.C&s gegen SV40 hergestellte
Kaninchenserum reagierte bis auf JCPyV-VP1 minai®1-Proteinen. Im Gegensatz dazu
zeigten die Kaninchenseren, die gegen HaPyV-VP11(A84) und HaPyV-VP1 (As 29-320)
hergestellt wurden, sowie Hamsterseren Epitheliagainder und nichttragender Tiere nur
eine Reaktivitat gegen HaPyV-VP1 (Tab. 4). Ein \eigh dieser Ergebnisse mit den ELISA-
Daten (Abb.12) deutet darauf hin, dass sich mogfiekise die Antigenkonformation des
HaPyV-VP1 im Western blot von der im ELISA untersiclet und dadurch bestimmte
Epitope im Protein nicht auf gleicher Weise zugdgsind. Interessanterweise zeigen die
beiden Serumpools ein &hnliches Verhalten in dakietat mit HaPyV-VP1 in ELISA und
Western blot-Test: Der Serumpool von Epitheliongémaden Hamstern it deutlich starker
reaktiv als der Serumpool von Epitheliom-freien H#emn. Mdglicherweise fuhrt die amino-
terminale Verlangerung von VP1 zu einer verandestienktur, die die Zuganglichkeit von

Epitopen verandert und somit die Antigenitat erhdht

Abb. 13

Analyse der Kreuzreaktivitat von Hefe-exprimiert&fP1-Proteinen der Polyomaviren
HaPyV, JCPyV, BKPyV und BKPyV(AS) im Western Bloedt mit JCPyV-VP1

spezifischen Kaninchenseren.

Als Kontrolle wurde Hefe-exprimiertes Nukleokapgsioigin des Puumalavirus, Stamm
Vranica-Hallnas (NPV), verwendet. Pfeile markiedss VP1-Bande.
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Tab. 4

Kreuzreaktivitat der Polyomavirus-abgeleiteten VP1VLPs im Western Blot-Test

Serum
) Kaninchen Kaninchen Serum
Serum Kaninchen . ) o HaPyV-
anti- anti- HaPyV-infiziert
anti- Kaninchen - infiziert
. HaPyV- HaPyV- Epitheliom- o
JCPyV- | anit-SV40 ) Epitheliom-
] VP1 (As | VP1 (As negativ N
Antigen VP1 positiv
1-384) 29-320)
JCPyV-VP1 * - - - -
BKPyV (AS)-VP1 + + ) ) - )
BKPyV-VP1 + + ) ) - )
HaPyV-VP1 + + + + - (+)
Xt
HaPyV-VPf + + + + + +
NPV ) ) ) ) - )

+, starke Reaktivitat; (+), schwache Reaktivitgkeine Reaktivitat

NPV: Hefe-exprimiertes Nukleokapsidprotein einesifRalavirus, Stamm Vranica-Hallnas

Zur  Quantifizierung der Kreuzreaktivitdten der VVPibteine wurden ELISA mit Hefe-
exprimierten VP1-Proteinen von JCPyV, BKPyV, BKP{AS), HaPyV und den jeweiligen
Antiseren in unterschiedlichen Verdinnungen duriigé Als Kontrolle wurde der Test
ohne VP1-Beladung durchgefiihrt. Fir den ELISA wardeweils 25ng der Hefe-
exprimierten, gereinigten VLPs verwendet. Beim -8&KPyV-Serum (Abb. 14A) wie beim
anti-JCPyV-VP1-Serum (Abb. 14B) konnten keine bawr. geringfligige Unterschiede in den
Reaktivitaten mit den VP1-Proteinen der verschieddolyomaviren beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu reagierte das anti-HaPyV-VP1-SeAsn1¢384) am starksten mit dem
homologen Antigen (HaPyV-VP1), aber deutlich geeingit den VP1-Proteinen von JCPyV
und BKPyV (Abb. 14C). Als Negativkontrolle wurde MPverwendet. Als negatives
Kontrollserum wurde ein Anti-Hantavirus-Serum gete¢Daten nicht gezeigt).
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Anti-BKPyV-Serum

Extinktion

10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 10-9

Verdiinnung

Antigene: [—*— HaPyV-VP1 —=— JCPyV-VP1 — — BKPYV-VP1 — BKPyV(As)-VP1]

Anti-JCPyV-Serum

Extinktion

102 103 10-4 105 106 10-7 10-8
Verdinnung

Antigene: [——HaPyV-VPL — JCPyV-VPL _ BKPYV-VP1 — BKPyV(As)-VP1]

Anti-HaPyV (As 1-384)

N

Extinktion

-
@

Verdiinnung

Antigene:  [— HaPyV-VP1 — JCPYV-VP1  BKPyV-VP1 — BKPyV(As)-VP1
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Abb. 14

Analyse der Kreuzreaktivitat von VP1-VLPs von BKRBYBKPyV(As), JCPyV und HaPyV
im ELISA mit Kaninchenseren, die spezifisch fur BRP(A), JCPyV-VP1 (B) bzw. HaPyV-
VP1 (C) sind.

5. Diskussion

5.1. Vergleichende Charakterisierung von HaPyV uddraus abgeleiteten VLPs

Die Synthese von viralen Strukturproteinen von HigéipaB-Virus (HBV) und humanen
Epitheliomviren (HPV) in der Hefeés. cerevisiaehat zur Entwicklung, Zulassung und
erfolgreichen Anwendung von rekombinanten Impf&offiir die Hepatitis B und HPV-
induzierte Tumoren gefuhrt (Vonka et al., 2007; \he et al, 2008). Ein
Hefeexpressionssystem unter Verwendung eines Gaklhduzierten Promotors wurde
erfolgreich fir die Herstellung von Nukleokapsidjginoen verschiedener Hantaviren
verwendet (Dargeviciute et al., 2002; Razanskiene a&, 2004). Das gleiche
Expressionssystem ist zur Herstellung von VP1-agaén VLPs verschiedener
Polyomaviren verwendet worden (Sasnauskas et389,12002). Probleme zeigten sich bei
der Herstellung von VLPs von aviaren PolyomavirBre im Hefezellsystem hergestellten
Ganse-hamorrhagisches-Polyomavirus(GHPyV)-VP1-VuRsen mit einem Durchmesser
von 20nm deutlich kleiner als erwartet. Interessamtise bildeten die GHPyV-VP1/VP2-
VLPs Strukturen mit dem erwarteten Durchmesser ¥é6nm (Zielonka et al., 2006).
Unterschiede in der Reproduzierbarkeit gibt es amcrhalb der verschiedenen Zellsysteme.
So konnte gezeigt werden, dass bei der ExpresssnVi®l von BFDPyV (Wellensittich-
Polyomavirus) im Hefesystem VLPs gebildet wurdeanw auch mit geringerer Effizienz als
bei den Saugetier-Polyomaviren, wahrend das BFDYPKY- nach Expression in
Insektenzellen keine VLPs bildete (Johne et alQ720In der vorliegenden Arbeit wurde
HaPyV-abgeleitete VLPs, die in der HSe cerevisiagewonnen wurden, mit Viruspartikeln
verglichen, die aus HaPyV-induzierten Epithelionggwonnen wurden. Der Vergleich der
elektronenmikroskopischen und immunologischen Egeaften zeigte, in Ubereinstimmung
mit vorhergehenden Untersuchungen, keine Unterdehiénsbesondere das Fehlen von
hamagglutinierenden Eigenschaften von HaPyV undyMaibgeleiteten VLPs steht in
Ubereinstimmung mit kirzlich veroffentlichten Datear vergleichenden Charakterisierung
von Hefe-exprimierten VLPs unterschiedlicher Polymmen. Wahrend VLPs auf der Basis
von GHPyV, MPyV, JCPyV und BKPyV Schaferythrozytemagglutinierten, konnte bei
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HaPyV-, MtPyV- und SV40-abgeleiteten VLPs keine Bhgglutinierende Aktivitat
nachgewiesen werden (Tegerstedt et al., 2003; Kewwhd Sasnauskas, 2003; Zielonka et
al., 2006). Erganzend durchgefuhrte Untersuchurageden genannten VLPs zu moglichen
Aufnahmewegen und zur Reifung humaner dendritiscE@ilen zeigten ebenfalls
Unterschiede zwischen den Nagetier-PolyomavirenyMaénd MPyV einerseits und den
humanen und  Primatenpolyomaviren  andererseits. Innalogie zu  den
Hamagglutinationseigenschaften konnte dies unterderm mit der Nutzung
unterschiedlicher Rezeptoren zusammenhangen (Géedwit al., 2006).
Elektronenmikroskopisch konnten bisher auch keindgek$chiede der Hefe-exprimierten
HaPyV-VP1l-abgeleiteten VLPs zu den in InsektennetiderE. colisynthetisierten VLPs
festgestellt werden. Durch das Hefesystem wird agwgartige Expression fur Virus-ahnliche
Partikel von Polyomaviren verfluigbar, das gegenileer bisher verfigbaren Systemer&in
coli bzw. Insektenzellen wesentliche Vorteile beinhalteSo erlauben Hefe-
Expressionssysteme die biotechnologische ProdukiionAntigenen. Desweiteren besitzen
Hefen keine Toxine, die wunerwinschte Nebenwirkungdrei human- oder
veterindrmedizinischen Anwendungen hervorrufen wiirdEin weiterer Vorteil ist, dass
Hefesysteme bereits fir die humane Vakzineprodoktiogelassen sind: Die rekombinante
HBV-Vakzine basiert auf Hefe-exprimiertem HepatBis/irus-Oberflachenantigen (VFA.de
2007). Es konnte gezeigt werden, dal} HefezellenPad#gomavirus-VP1 in grosser Menge
synthetisieren. Aul3erdem koénnen die VP1-Partikehnder Lyse der Hefezellen in grosser
Menge mit einfachen Methoden isoliert und gereimigtden. Sie sind u. a. verwendbar zum
Nachweis von Infektionen mit humanen Polyomavir@s, Vehikel fir den Gentransfer, fur
eine Vakzineentwicklung gegen humane Polyomavider gegen andere Viren (z. B. durch
Prasentation von Fremdepitopen auf HaPV-VP1- Kapgid

Ein mogliches Problem fiir die Verwendung von VLEs dlen Gentransfer kdnnte deren
Kontamination mit Hefe-Nukleinséure darstellenUlbereinstimmung mit publizierten Daten
(Sasnauskas et al.,, 1999) enthielten die VLPs VRN#&. Da in dem verwendeten
Reinigungsverfahren keine DNase-Behandlung entihaler, wurde in der hier vorgestellten
Untersuchung aber auch eine starke DNA-Kontaminatier VLPs gefunden. Wie in den
vorliegenden Untersuchungen gezeigt wurde, kannNiikleinsdure-Kontamination nach
Dissoziation der VLPs durch Nuklease-Behandlungeitigé werden, ohne dass die
Reassemblierungsfahigkeit der VLPs beeinflusst .wird

Interessanterweise wurde bei HaPyV und Hefe-expriem VP1-VLPs ein

Wanderungsverhalten beobachtet, dass eine Idexitfik von leeren und gefillten VLPs
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ermdglicht. Plasmid-DNA wanderte im Agarosegel etwagsgemass zur Anode.
Uberraschend wanderten plasmidgefiillte VLPs soganaller zur Kathode als leere VLPs.
Dies konnte durch eine Anderung der Oberflache \AePs in Anwesenheit von DNA
erklarbar sein. Diese Wanderungseigenschaften wurdech bei HaPyV-VP1-VLPs

gefunden, die iic. coliexprimiert wurden (Voronkova et al., 2007).

5.2. Diagnostische Anwendungsmaoglichkeiten von HaPgbgeleiteten VLPs

VLPs sind den entsprechenden nativen Viruspartikelnmmunologischer Hinsicht sehr
ahnlich. Die Ahnlichkeiten bei der Induktion eineammoralen Immunantwort basieren vor
allem auf der Auspragung von konformationellen &pétn an der Oberflache der VLPs. So
wurde fur VLPs verschiedener Polyomaviren einekstdmmunogenitéat und die Bildung von
Antikdrpern gezeigt, die mit dem nativen Viruspioteeaktiv sind (Goldmann et al., 1999;
Chackerian et al., 2002).

Das bedeutet andererseits, dass VLPs besondefis gliagnostische Anwendungen geeignet
sein sollten, weil die Immunantwort des Wirtes ar €Regel gegen konformationsabhangige
Epitope gerichtet ist (Allsopp et al., 1996; Zvidnle et al. 2006). Dies bietet vor allem die
Maoglichkeit zur Herstellung monoklonaler Antikorpgir die Diagnostik bei Viren fur die
kein effizientes Zellkultur-System vorhanden isbi(de et al., 2006). Seroepidemiologische
Untersuchungen mit VP1-VLPs von BKPyV und JCPyV iitfe eines ELISA konnte
wertvolle Ergebnisse zur Epidemiologie bei Kinderbringen (Stolt et al., 2003). Ahnliche
Untersuchungen wurden mit SV40-VP1 vorgenommendktig et al., 2005).

Neben der Reaktivitdt des immundominanten Haugirproteins VP1 konnten die
vorliegenden Untersuchungen bestéatigen, dass bélyWinfektionen auch VP2/VP3-
spezifische Antikorper gebildet werden. In Ubergéimmung mit vorhergehenden
Untersuchungen (Ulrich et al., 1996; Sirray et &@000) zeigten die hier vorgestellten
Untersuchungen, das bei 18 von 19 mit HaPyV-infiere Hamstern VP2/VP3-Antikorper
nachweisbar waren, unabhangig von der Ausbildumgnachweisbaren Epitheliomen. Diese
Ergebnisse stimmen mit Untersuchungen Ubereingdé®en in allen 12 Epitheliom-positiven
und allen vier Epitheliom-negativen Hamstern VPikdrper nachgewiesen werden
konnten. In 11 von 13 Proben lie3en sich anti-VR&H&rper und in 9 ebenso anti-VP3-
Antikdrper nachweisen (Foster et al., 2002).

Das Vorhandensein von VP2/VP3-spezifischen Antikémpbei HaPyV-Infektionen kénnte

auch weitergehende Bedeutung fur die Entwicklunggenannter DIVA (Differentiating
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Infected from Vaccinated Animals)-Diagnostika bekoem. Dabei handelt es sich um eine
einfache Unterscheidung von geimpften und infizierfTieren. So wurde beispielsweise
durch den Einsatz einer differenten Neuraminidase dgleichem Hamagglutinin beim
Vogelgrippevirus eine Unterscheidung zwischen géiemp und vom Wildtyp-infizierten
Vdgeln erreicht (Capua et al. 2003). Im Falle delly®maviren kdnnte bei einer Vakzinierung
mit chiméaren VP1-VLPs eine Unterscheidung zu eiRetyomavirusinfektion durch das
Fehlen von anti-VP2/VP3-Antikérpern erbracht werderese wirden nur bei einer Infektion

mit einem kompletten Polyomavirus gebildet.

5.3. VLPs als Carrier fur die Gentherapie — Methadezur Enkapsidierung und zum
Nachweis der erfolgreichen Verpackung

Eine weitere interessante Anwendungsmaoglichkeit VaRs als Carrier fir Plamide in der
Gentherapie. Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bestander Entwicklung eines einfachen
Nachweissystems fiir eine erfolgreiche Enkapsidgrun

Die einfache Unterscheidung von dissoziierten unedassoziierten VLPs durch
Hamagglutination ist in dieser Arbeit nicht gelung&s konnte in anderen Arbeiten bestatigt
werden, dass HaPyV, SV40 und MPtV im GegensatRyY, BKPyV, GHPyV und MPyV
nicht zu einer Hamagglutination fahig sind (Tegedstet al., 2003; Knowles et al., 2003;
Gedvilaite et al., 2006; Zielonka et al., 2006)dkr Arbeit von Freud et al. (1990) wurde in
einem nicht ndher beschriebenen Polyomastamm destadsch einer Aminosaure
(Glutaminsaure gegen Glycin an Position 92) im \Hratein fur die Fahigkeit der
Hamagglutination identifiziert. In Rdntgenstudiennkte gezeigt werden, das sich diese
Position auf einem Loop befindet und diese RegunBindung mit Sialyloligosacchariden
fahig ist und somit Ahnlichkeiten zur Hamagglutioasfahigkeit mit Influenza- und
Paramyxoviren zeigt.

Eine Nachweismadglichkeit fur die erfolgreiche Engiajerung basiert auf unterschiedlichen
Laufeigenschaften im Agarosegel und dem Schutz enkapsidierter DNA vor DNase-
Abbau. Ein Unterschied in der Laufgeschwindigkeibueeren und beladenen VLPs wurde
einer lokalen Reorganisation der VLP-Oberflacheesafrieben. Diese hier beschriebenen
Ergebnisse zur Enkapsidierung konnten inzwischestdhigt und die Reassemblierung und
Enkapsidierung optimiert werden (Voronkova et 2006).

Der Unterschied zwischen beladenen und leeren \KolRate auch elektronenmikroskopisch

gefuhrt werden. Die unterschiedliche Dichte der ¥l4®nnte inzwischen durch verbesserte
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elektronenmikroskopische Aufnahmen noch eindruckesvbestatigt werden (Voronkova et
al., 2006).

Voraussetzung hierfir ist die erfolgreiche Enkajgsithg der Plasmid-DNA in die VLPs. Das
positive Ergebnis der in dieser Arbeit vorgestalltdethode wurde inzwischen bestatigt
(Voronkova et al.,, 2006). Wie in dieser Arbeit wdie enkapsidierte DNA Renilla
Luciferasegen) vor DNase I-Abbau geschitzt. Weitednd wurde das enkapsidierte
Plasmid in COS-7- und CHO-Zellen transfiziert uisdkennte eine Expression des Transgens

in beiden Zelllinien nachgewiesen werden.

5.4. Probleme und mogliche Losungen unerwinschtd? Immunogenitat

Pra-existierende anti-VP1-Antikdrper konnten dierklihg einer mit VP1-VLP-basierten
Gentherapie beeintrachtigen. Durch die hohe Duradtseng der Bevdlkerung mit BKPyV
(Uber 90% bei Kindern) und JCPyV (70% bei ErwackseriFields et al., 2007) spielt somit
auch eine mdgliche Kreuzreaktivitdt mit VP1-Proggineine entscheidende Rolle fur die
Wirksamkeit einer VP1-VLP-basierten Gentherapie.

Die hier vorgestellten Untersuchungen haben, in reélbstimmung mit vorherigen
Untersuchungen, gezeigt, dass die VP1-Proteine@atechiedenen Polyomaviren eine starke
Kreuzreaktivitat besitzen (Siray et al., 1998, 20@ese Kreuzreaktivitat ist durch eine stark
konservierte Aminosauresequenz der VP1-Proteine dmlyomaviren verursacht.
Insbesondere der carboxy-terminale Teil des VPe&istkeine stark kreuzreaktive Region zu
beinhalten, die durch Verwendung von synthetiscReptiden weiter eingegrenzt werden
konnte (Siray et al., 2000). Es konnte gezeigt eeydlass bis zu einem gewissen Mass, das
carboxy-terminale Ende deletiert werden kann, oldas dies Auswirkungen auf die
Pentamer-Pentamer Interaktionen des Kapsids hatsioshdweiterhin VLPs bilden kénnen
(Geduvilaite et al., 2006).

Beim Zusammentreffen von pra-existierenden VLP-W@ikorpern und VLPs kommt es zu
deren Komplexierung. Bisherige Untersuchungen zurkWg préexistierender VLP-
spezifischer Antikorper zeigten sehr unterschiédli€rgebnisse auf. Zum einen konnte die
zytotoxische Antwort durch Immunkomplexe in Mausgesteigert werden (Ovalbumin-
Immunkomplexe im Vergleich zu I6slichem Ovalbumifgchuurhuis et al., 2002). Zum
anderen zeigten Da Silva et al., dass praexisteseneutralisierende HPV-Antikorper die
Immunogenitat von HPV16 E7 chimaren VLPs vermindBd Silva et al., 2001). Bei einer
anderen Untersuchung an HPV16 L1/L2-E7 kam es wimdezu einer qualitativ und

guantitativ gesteigerten Immunantwort von kompleeie VLPs im Vergleich zu nicht-

57



komplexierten VLPs (Freyschmidt, 2003). Dabei sehélas Verhaltnis von Antikdrper- zu
VLP-Menge eine grosse Rolle zu spielen. So bewirktenomere Komplexe eine starke
Prasentation an dendritischen Zellen bewirkten imgidizierten eine zytotoxische Antwort,
wahrend quervernetzte Komplexe nicht in dendritschalen aufgenommen wurden
(Freyschmidt, 2003).

6. Ausblick

Polyomavirus-abgeleitete VLPs lassen sich effiziemt unterschiedlichen heterologen
Expressionssystemen herstellen. Die HerstellungsgroMengen von VLPs auf der Basis des
HaPyV in Hefezellen bildet die Voraussetzung furitergehende Untersuchungen zur
Optimierung der Verpackung von Fremd-DNA fur eirdfektiven Gentransfer.

Aufbauend auf den Erfahrungen der hier beschrigben&ersuche und
Enkapsidierungsexperimenten unter Verwendufig colirexprimierter VLPs sollte eine
verbesserte Gewinnung VLP-verpackter Plasmide rolbglierden. Weiterfihrenda vitro-
Gentransferexperimente unter Verwendung von Hefehexerten VLPs zeigten, dass das
enkapsidierte Fremdplasmid in Saugetierzellen tiaeg werden und das Transgen
exprimiert werden kann (Voronkova et al., 2007).

Die hier gezeigten Kreuzreaktivititen der verschrmeh VP1-VLPs und die daraus
resultierenden inhibitorischen Effekte bei der Vemgung in der Gentherapie sowie der
Vakzinentwicklung zeigen einen weiterfihrenden Wuehungsbedarf auf. Gedvilaite
gelang eine Reduktion der Immunogenitdt des Citerlen Endes des VP1-Proteins
(Geduvilaite et al., 2006 a). Ebenso konnte gezegytien, das sich verschiedene VP1-VLPs in
ihrer Fahigkeit zur Reifung in humanen dendritistEellen unterscheiden (Gedvilatie et al.,
2006 b).

Ein vielversprechender Ansatz ist die Entwicklungnv chimaren VLPs fiur die
Vakzinentwicklung und das Targeting von VLP-basertGenfahren. Als mdgliche
Insertionsorte wurden vier oberflachenexponiertell&t im VP1 identifiziert werden. Die
Insertion von einem Epitop der pre-S1 Region depgalties B-Virus an die vier moglichen
Insertionsorte fuhrte zu einer starken Immunantwomd bestétigte somit deren
Oberflachenexpression (Gedvilaite et al., 2000)ciAdie Herstellung von monoklonalen
Antikdrpern gegen Hantavirus-Nukleokapsidproteind ueinem Abschnitt des humanen
Mucin-1 abgeleiteten VLPs und deren Reaktionendaih entsprechenden nativen Proteinen
zeigte den Wert der VLP-Technologie und des HaPy1Mragers auf (Zvirbliene et al.,
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2006). Basierend auf diesen Erkenntnissen sollkgirdftig auch ein Targeting von HaPyV-

VP1-abgeleiteten VLPs durch Einfigen entspreche8dgralsequenzen moglich sein.

7. Abklrzungsverzeichnis

AAV
ADA-SCID
APS
As
BFPyV
BKPyV
Bp
BSA
CaCb
CCR5
CD4
cDNA
CFTR
CsCl
DEAE
DHFR
DIVA
DNA
DTT
EDTA
EGTA
ELISA
FDH
GPyV
GRAS
H20,
HaPyV

Adeno-assoziiertes Virus

Adenosindesaminase- severe combined immeficency
Ammoniumpersulfat

Aminosauren

Budgerigar fledgling Polyomavirus
BK-Polyomavirus

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Calciumchlorid

CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5

Cluster of Differentiation 4

complementary Desoxyribonucleic acid
Cystic-Fibrosis-Transmembrane-ConductancgiRéor
Casiumchlorid

2-Diethylaminoether-Dextran
Dihydrofolat-Reduktase

Differentiating Infected from Vaccinated Anals
Desoxyribonucleic acid

Dithiothreitol

Ethylendiamin-tetraacetat
Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N'-Taéssigsaure
Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Formate dehydrogenase

Géanse hamorrhagisches Polyomavirus

generally regarded as safe

Wasserstoffperoxid

Hamsterpolyomavirus
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HBV
HIV
HPV
HSP
HSV
IPTG
JCPyYV
kb

kDa
LMO2
LMW
LPyV
Luc

M
MPyV
NaCl
NPV
ORF
PBS
PBS
PCR
PML
PMSF
POD
RNA
RTVP-1
SDS-PAGE
TAE
TEMED
TMB
Tris
VLDL
VLP
ZNS

humanes Hepatitis B-Virus
Humanes Immundefizienzvirus
humanes Epitheliomvirus
heat shock protein
Herpes simplex-Virus
IsopropylB-D-thiogalactopyranosid
JC-Polyomavirus
Kilobasenpaare
kiloDalton
LIM domain only-2
low molecular weight
Lymphotrophes Polyomavirus
Luciferase
Mol
murines Polyomavirus
Natriumchlorid
Nokleokapsidprotein des Puumalavirus
open reading frame
phosphate buffered saline
Polybutylensuccinat
Polymerase chain reaction
progressiver mulifokaler Leukoenzephalopathi
Phenylmethylsulfonylfluorid
Peroxidase
Ribonucleic acid
Related to Testes-specific, Vespid, antidgenesis protein 1
sodium dodecylsulfate polyacrylamide ¢gtteophoresis
Tris-Acetat-EDTA
Tetramethylethylendiamin
3,3,5,5'-Tetramethylbenzidin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Very low density lipoprotein
virus like particle

Zentrales Nervensystem
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