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Da es bislang kein effizientes in vitro-Replikationssystem fiir Papillomaviren gibt, sind viele
molekulare Aspekte der Infektion noch unklar. Mit Hilfe von Pseudovirionen, die sich aus
einem Kapsid und einem assoziierten Plasmid mit Reportergen zusammensetzen, kdnnen
anhand dessen Expression eine erfolgreiche ,,Infektion” von Zielzellen detektiert und somit
frithe Infektionsereignisse simuliert werden.

Rossi et al. (2000) entwickelten ein vielversprechendes Pseudovirionen-Produktionssystem in
der Béckerhefe Saccharomyces cerevisiae, bei dem jedoch langfristig erhebliche
Schwankungen bei der Ausbeute auftraten und zuletzt keine infektiosen Pseudovirionen mehr
generiert werden konnten. In dieser Arbeit konnten mit dem Hefe-Produktionssystem zwar
HPV16 L1/L2 VLPs isoliert werden, die auch teilweise mit dem EGFP-Zielplasmid assoziiert
waren, doch konnte keine Pseudoinfektion von Zielzellen nachgewiesen werden. Mogliche
Griinde fiir das Scheitern der Pseudovirionenproduktion in Hefe sind eine mangelhafte
Verpackung des Reporterplasmids in die Partikel, ein Verlust der Infektiositdt (z.B. durch die
Aggregation mit zelluliren Komponenten) oder eine zu geringe, nicht detektierbare
Transgenexpression.

Um dennoch Pseudoinfektionsexperimente durchfiihren zu kdnnen, wurden mittels der in
vitro Disassembly/Reassembly-Methode nach Kawana et al. (1998) aus in Insektenzellen
produzierten HPV16 LI1/L2 VLPs und einem EGFP-Reporterplasmid infektidse
Pseudovirionen konstruiert. Das Zerfallen der VLPs in Kapsomere und die erneute
Zusammenlagerung in Gegenwart von Reporterplasmid wurde mittels Elektronenmikroskopie
und Sedimentationsanalysen dokumentiert. Nach Inkubation von Zielzellen mit
Disassembly/Reassembly-Material konnte ein partikelabhingiger Gentransfer nachgewiesen
werden: Die Infektiositdt fand sich in Partikelfraktionen, und durch die Hitzeinaktivierung
oder die Prédinkubation des Disassembly/Reassembly-Materials mit spezifischen
neutralisierenden Antikoérpern bzw. mit Heparin wurde der Gentransfer blockiert. Das
Reporterplasmid scheint nur partiell enkapsidiert oder duflerlich mit dem Partikel assoziiert zu
sein, denn es war nicht vor DNasen geschiitzt. Die Pseudoinfektion folgte einer one-hit-
Kinetik. Es konnten Zelllinien verschiedener Spezies und Ursprungsgewebe pseudoinfiziert
werden. Dabei schien die SV40 ori-Replikation des Reporterplasmids in der Zielzelle
erforderlich fiir eine effiziente Detektion der Pseudoinfektion. HPV16 L1-Pseudovirionen in
der Abwesenheit von L2 konnten ebenfalls konstruiert werden, zeigten aber eine verminderte
Infektiositdt. Auch VLPs, die lediglich mit dem Reporterplasmid koinkubiert wurden, waren
zum Gentransfer befdhigt. Die Plasmidkonformation (superhelikal, relaxiert oder linear)
beeinflusste die Schwebedichte, nicht aber die Effizienz des Gentransfers, das
Sedimentationsverhalten oder die DNase-Sensitivitdit der Pseudovirionen. Nur bei mit
zirkuldren Plasmid durch Disassembly/Reassembly hergestellten Pseudovirionen resultierte
eine im Vergleich zu VLPs erhohte Schwebedichte, nicht aber bei linearem Plasmid oder
einer bloBen Koinkubation mit zirkuldrem Plasmid.

Auch wenn das Reporterplasmid nicht vollstdndig enkapsidiert vorliegt, konnte mit den durch
in vitro-Disassembly/Reassembly konstruierten Pseudovirionen ein partikelvermittelter
Gentransfer in Zielzellen verschiedenen Ursprungs erzielt werden. Daraus ergibt sich die
Moglichkeit, dieses System fiir Studien z.B. zur Papillomavirusinfektion einzusetzen.



Since there is no efficient in vitro replication system for papillomaviruses yet available, many
molecular aspects of infection remain unclear. Pseudovirions are particles consisting of a
capsid associated with a reporter gene. By monitoring reporter gene expression, successful
pseudoinfection of target cells can be detected, allowing for the simulation of early infection
events.

Rossi et al. (2000) developed a promising pseudovirion production system in the yeast
Saccharomyces cerevisiae. However over time, substantial variations in yield occured, and
finally pseudovirion production was lost entirely. Although in this thesis HPV16 L1/L2 VLPs,
which were partially associated with the EGFP target plasmid, could be isolated from the
yeast production system, no pseudoinfection of target cells could be detected. Possible
reasons for the failure of pseudovirion production are insufficient packaging of the reporter
plasmid into the particle, loss of infectivity (e.g. through aggregation with cellular
components), or transgene expression too low to be detectable.

In order to still be able to conduct pseudoinfection experiments, infectious pseudovirions were
constructed by the in vitro disassembly/reassembly method described by Kawana et al.
(1998), using HPV16 L1/L2 VLPs produced in insect cells and an EGFP reporter plasmid.
The dissocation of VLPs into capsomers and the reassembly in the presence of reporter
plasmid was documented by electron microscopy and sedimentation analysis. Following
incubation of target cells with disassembly/reassembly material, a particle-mediated gene
transfer could be detected: Infectivity was found in particle-containing fractions, and heat
inactivation or preincubation of disassembly/reassembly material with specific neutralizing
antibodies as well as heparin blocked gene transfer. The reporter plasmid seems to be only
partially encapsidated or externally attached to the particle, since it was not protected from
DNase treatment. Pseudoinfection followed one-hit kinetics. Cell lines of different species
and tissue origin could be pseudoinfected. Apparently, SV40 ori-based replication of the
reporter plasmid in the target cell was required for efficient detection of pseudoinfection.
HPV16 L1 pseudovirions could be generated in the absence of L2, but exhibited reduced
infectivity. VLPs only coincubated with the reporter plasmid were also capable of gene
transfer. Plasmid conformation (supercoiled, relaxed or linear) influenced buoyant density,
but not gene transfer efficiency, sedimentation or DNase-sensitivity of pseudovirions. Only
when circular plasmid was used in the disassembly/reassembly process was the buoyant
density of the pseudovirions higher than that of VLPs. This was not the case for pseudovirions
with linear plasmid or pseudovirions generated by coincubation with circular plasmid.

Although the reporter plasmid is not completely packaged, particle-mediated gene transfer
into target cells of different origin could be achieved with pseudovirions constructed by in
vitro disassembly/reassembly. Thus, this system could be applied in studies on e.g.
papillomavirus infection.



1 Einleitung

1.1 Papillomaviren und ihre Rolle bei der Karzinogenese

1.1.1 Epidemiologie und klinische Bedeutung

Bisher werden weltweit etwa 20 % der Krebserkrankungen mit einer infektiosen Ursache in
Verbindung gebracht, davon etwa 15 % mit Tumorviren, denen auch die humanpathogenen
Papillomaviren (HPV) zuzuordnen sind (zur Hausen, 2001). Zahlreiche epidemiologische
Befunde stellen die in der Bevolkerung weit verbreiteten, meist subklinischen HPV-
Infektionen in kausalen Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko verschiedener
hyperproliferativer Lisionen (Schiffman et al., 1993; Ubersicht in zur Hausen, 1999). Fiir den
Gebarmutterhalskrebs, bei dem in mehr als 99 % der Neoplasien HPV-DNA nachgewiesen
werden konnte (Walboomers et al., 1999), werden HPV-Infektionen sogar als die erste
identifizierte, notwendige Ursache fiir eine menschliche Krebserkrankung diskutiert (Bosch et
al., 2002). Mit einer jahrlichen Inzidenz von 471 000 Féllen ist das Zervixkarzinom weltweit
die zweithdufigste Krebsform bei Frauen, wobei 80 % der Fille in Entwicklungslédndern
auftreten (Parkin, 2001).

1.1.2 Historische Ubersicht

Ende des 19. Jahrhunderts wiesen McFadyan und Hobday (1898) erstmals ein infektioses
Agenz mit viralem Charakter fiir die Entstehung von Warzen nach, indem sie Warzen bei
Hunden mittels eines zellfreien Extraktes {iibertrugen. Eine entsprechende zellfreie
Ubertragung humaner Warzen demonstrierte Ciuffo 1907. Die erste Beschreibung eines
Papillomavirus erfolgte 1933 durch Shope, der das Cottontail-Rabbit-Papillomavirus als den
infektiosen Erreger der kutanen Papillomatosis bei Kaninchen entdeckte. Rous und Beard
(1934, 1935) beobachteten die Entstehung maligner Tumore bei Kaninchen, sowohl nach
einer Transplantation von Warzenmaterial, wie nach einer Infektion mit dem Cottontail-
Rabbit-Papillomavirus. Daraus entwickelte sich das erste experimentelle Tiermodell fiir virale
Onkogenese-Prozesse, anhand dessen der multifaktorielle Charakter der Tumorigenese
untersucht werden konnte. Die elektronenmikroskopische Aufklarung der Struktur und
Zusammensetzung von Papillomavirus-Partikeln aus humanen Warzen gelang Strauss et al.
1949. 1963 folgte die Bestimmung physikalischer Eigenschaften des Virus-Genoms durch
Crawford und Crawford. Mit dem Aufkommen molekularbiologischer Techniken in den
siebziger Jahren wurde eine umfangreiche Erforschung der Papillomaviren mdglich, die auch
eine Rolle bestimmter HPV bei der Atiologie mehrerer Tumorerkrankungen, darunter auch
dem Zervixkarzinom (zur Hausen, 1976), aufdeckte. Unerwartet viele verschiedene Typen
humanpathogener Papillomaviren wurden auf molekularer Ebene charakterisiert und mit
hyperproliferativen Lésionen in Verbindung gebracht, und noch immer werden neue
Genotypen entdeckt.



1.1.3 Klassifikation der Papillomaviren

Papillomaviren bilden die Familie der Papillomaviridae (van Regenmortel, 2001) und stellen
eine sehr heterogene Gruppe dar, die ursdchlich an der Entstehung verschiedener
hyperproliferativer Lasionen in Epithelien der oralen und genitalen Schleimhdute und der
Haut beteiligt sind. Sie infizieren mit hoher Wirts- und Gewebespezifitat Sduger, Vogel und
Amphibien (Sundberg, 1987). Die Klassifikation beriicksichtigt zunéchst die Wirtsspezifitit
und dann Sequenzhomologien im Bereich der E6/E7- und L1-Gene. Allein bei den
humanpathogenen Papillomaviren sind bisher 85 Typen (Genotypen mit weniger als 90 %
Homologie) identifiziert und sequenziert, und mehr als weitere 120 potenzielle Typen wurden
bereits teilweise charakterisiert (zur Hausen, 2000; de Villiers, 1994). Wenn 90-98 %
Sequenzhomologie vorliegt, handelt es sich um HPV-Subtypen, bei noch geringerer
Abweichung um Varianten (Delius und Hoffman, 1994).

Es ist bislang nicht geklirt, durch welche Mechanismen die ausgeprigte Wirts- und
Gewebespezifitit von Papillomaviren zustande kommt. Hierfiir konnen friihe
Infektionsereignisse wie die Rezeptorbindung, aber auch spdte Ereignisse des viralen Zyklus,
etwa die Genomreplikation und die Regulation der viralen Genexpression durch zelluldre
Faktoren, verantwortlich sein.

1.1.4 HPV-Infektion und Karzinogenese

Humanpathogene Papillomaviren infizieren Haut- oder Schleimhautepithelien, wo sie
hyperproliferative Lasionen induzieren (sieche Tab. 1.1). Im verhornenden Plattenepithel der
Haut konnen gutartige Warzen mit spontaner Regression auftreten, so z.B. plantare Warzen
bei HPV1 und 4. Aber auch bei der malignen Epidermodysplasia verruciformis kommen
gehduft bestimmte HPV-Typen vor, etwa HPVS und 8. Bei mucosotropen HPV-Typen
unterscheidet man ,,Jow risk“-Typen mit einem geringem Risiko einer malignen Entartung wie
HPV6 und 11, die benigne Papillome im oralen und anogenitalen Bereich verursachen, und
whigh risk*-Typen wie HPV16 und 18, deren Infektion iiber Jahrzehnte persistieren und zu
dysplastischen Transformationen bis hin zum Zervixkarzinom fiihren kann (Lorincz et al.,
1992). In zervikalen Tumorbiopsien ldsst sich in etwa 50 % der Fédlle HPV16-DNA und in 10
% der Félle HPV18-DNA nachweisen; in 80-95 % der Fille findet man einen der HPV-Typen
16, 18, 45, 31, 33 oder 59 (Bosch et al., 2002). Die meisten der HPV-Primérinfektionen
verschwinden nach 6-12 Monaten; weniger als 5 % fiihren nach einer jahrzehntelangen
Latenzzeit zur Krebsentstehung (Goldie et al., 2003). Bei diesen Féllen verursacht die
persistente Infektion die Entstehung einer zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) und
schreitet iiber drei Stadien, je nach Schweregrad der Neoplasie CIN I-III genannt, bis zum
invasiven Karzinom fort. Dabei ist die maligne Transformation durch eine Integration der
zuvor episomal vorliegenden Virus-DNA ins Wirtsgenom gekennzeichnet (Diirst et al., 1985;
Choo et al., 1987), bei der das offene Leseraster des regulatorischen E2-Proteins deletiert oder
inaktiviert wird, was eine unkontrollierte Expression der Transformationsproteine E6 und E7
zur Folge hat. Als zusédtzliche Risikofaktoren fiir das Zervixkarzinom werden dabei unter
anderem Nikotinkonsum, hormonelle Kontrazeptiva oder Schwangerschaft und genetische
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Faktoren (Immunkompetenz, HLA-Genotyp) diskutiert (Kjellberg et al., 2000; Mehal et al.,
1994; Schiffman und Brinton, 1995).

Tab. 1.1 Spezifitit von HPV-Typen fiir epitheliale Gewebe unterschiedlichen Ursprungs. Persistente Infektionen
finden sich nur bei bestimmten Typen. Verdndert nach www.arhp.org/CPMarch2001/types.htm - 25.06.01.

Manifestation HPV-Tiien

Hautwarzen

Plantare Warzen 1 2,4,63

Gemeine Warzen 2,27 1,4,7,26,28,29,57,60,65

Flachwarzen 3,10 2,26,27,28,29,41,49
Anogenitale Lisionen

Condyloma acuminata 6,11 2,16,30,40,41,42,44,45,54,55,61

CIN, VIN, VAIN, PIN, 16,18,31 6,11,30,34,35,39,40,42-45,51,52,

PAIN 56-59,61,62,64,66,67,69
Maligne Lisionen

Zervixkarzinom 16,18,31,45 6,10,11,26,33,35,39,51,52,55,56,

Andere anogenitale 6,16,18 58,59,66,68

Karzinome 6,11 11,31,33

Laryngeale Karzinome 16,18 16,18,3

Orale Karzinome 3,6,57

Subunguale digitale 16

Karzinome

Die Entwicklung von HPV-Vakzinen

Zur Zeit befinden sich sowohl prophylaktische Vakzine zur Pravention einer HPV-Infektion
als auch therapeutische Vakzine in der klinischen Erprobung (Ubersicht in Frazer, 2004). In
mehreren vielversprechenden Studien zur Infektionsprophylaxe erwiesen sich virusdhnliche
Partikel als sehr gut vertraglich und stark immunogen (Emeny et al., 2002; Harro et al., 2001;
Koutsky et al., 2002). Um einen umfassenderen Schutz vor zervikalen Karzinomen zu
erreichen, werden auch multivalente Vakzine entwickelt. Ob sich die bisherigen
Immunisierungserfolge als dauerhaft genug erweisen, um langfristig Infektionen zu
vermeiden, bleibt abzuwarten. Die therapeutische Vakzinierung zielt darauf ab, bei bereits
vorhandenen Infektionen HPV-positive Zellen zu eliminieren und somit eine maligne
Progression zu verhindern bzw. sogar die Regression bereits bestehender Lisionen
auszulosen. Hierfiir werden zur Zeit chimére virusdhnliche Partikel (Kaufmann et al., 2001),
Peptide (Muderspach et al., 2000), (Fusions-) Proteine (de Jong et al., 2002), verkapselte
Plasmid-DNA (Klencke et al., 2002; Sheets et al., 2003), virale Vektoren (Kaufmann et al.,
2002; Baldwin et al., 2003) und dendritische Zellen (Ferrara et al., 2003) getestet.

1.2 Struktur und genomische Organisation von Papillomaviren

1.2.1 Kapsidstruktur

Papillomaviren sind kleine DNA-Viren ohne Lipoproteinhiille, mit einem ikosaedrischen
Kapsid von 52-55 nm Durchmesser, das aus 72 Kapsomeren (Pentamere des
Hauptstrukturproteins L1) zusammengesetzt ist (Crawford und Crawford, 1963). Diese
Struktur enthidlt 60 Kapsomere, die von sechs Kapsomeren benachbart sind, und zwolf
pentavalente Kapsomere. Dabei wird die Kapsidstruktur hauptsidchlich durch Disulfidbriicken
zwischen den Kapsomeren stabilisiert (McCarthy et al., 1998; Li et al.,, 1998). Da das



Nebenkapsidprotein L2 ein substochiometrisches Verhéltnis von 1:30 zu L1 aufweist
(Kirnbauer et al, 1993), wird eine Assoziation mit den pentavalenten Kapsomeren
vorgeschlagen (Trus et al., 1997). Obwohl sich L2 groftenteils im Kapsidlumen befindet,
deuten L2-spezifische neutralisierende Antikorper (Kawana et al., 1999) auf Proteindominen
hin, die durch die Virushiille penetrieren.

Das Virusgenom ist ein kovalent geschlossenes, zirkuldres doppelstringiges DNA-Molekiil

von ca. 8000 bp Linge. Komplexiert mit zelluliren Histonen liegt es in Nukleosomen-
dhnlichen, superhelikalen Strukturen vor (Favre, 1975; Pfister et al., 1977).

Abb. 1.1 Das Papillomavirus-Kapsid. A) Gitter-Modell: die Kapsomere (L1-Pentamere) sitzen an den
Eckpunkten eines T=7-Gitters im ikosaedrischen Kapsid (Modis et al., 2002). B) Links ein gefirbtes EM-Bild,
rechts eine computermodellierte Darstellung. Quelle: www.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/papillo.html - 25.06.01.

1.2.2 Organisation des viralen Genoms

Genom

Die Organisation des Genoms ist bei verschiedenen HPV-Typen weitgehend konserviert. Alle
offenen Leseraster sind auf dem kodogenen DNA-Strang (Abb. 1.2) lokalisiert, der aus einem
regulatorischen Bereich, der URR (upstream regulatory region), sowie Abschnitten flir die
Expression frither und spater Gene besteht. Die frithen Genprodukte E1-E7 (E von early) sind
an der Virusreplikation und an der zelluldren Transformation beteiligt, wihrend die spéten
Strukturproteine L1 und L2 (L von late) das virale Kapsid bilden.
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Abb. 1.2 Schematische, lineare Darstellung des zirkuldren HPV-Typ 16-Genoms. Nach Tommasino (1997).



URR

Die URR, auch als LCR (long control region) und NCR (non-coding region) bezeichnet, liegt
als ca. 1000 bp langer Abschnitt zwischen der spiaten und frithen Region. Sie enthdlt den
Replikationsursprung und Promotor- und Enhancer-Elemente mit Bindestellen fiir zelluldre
Transkriptionsfaktoren sowie fiir die viralen Proteine E1 und E2.

Tab. 1.2 Funktionen der frithen und spaten Genprodukte des HPV-Genoms.

Protein Funktion
El Virale Replikation
E2 Virale Replikation und Transkriptionsregulation
E4 Destabilisierung des Keratin-Zytoskeletts
ES Zelluldre Transformation
E6 Zelluldre Transformation
E7 Zelluldre Transformation
L1 Hauptkapsidprotein
L2 Nebenkapsidprotein

Die friihen Gene EI-E5

Das hoch konservierte E1-Protein erkennt den Replikationsursprung, rekrutiert Komponenten
der zelluldiren Replikationsmaschinerie und besitzt ATPase- und Helikase-Aktivitit
(DelVecchio et al, 1992; Chiang et al, 1992). Die Bindung von EI an den
Replikationsursprung wird zunéchst durch eine voriibergehende Assoziation mit E2 verstarkt
(Mohr et al., 1990; Frattini und Laimins, 1994). Durch die Bindung der DNA-Polymerase a
(Masterson et al., 1998) initiiert E1 die Replikation der viralen DNA.

Die E2-Sequenz enthidlt eine C-terminale DNA-bindende Doméne und eine N-terminale
transaktivierende Doméne (Bouvard et al, 1994). Neben der Bildung eines
Initiationskomplexes mit E1 bindet E2 als Dimer an palindromische Sequenzmotive in den
Promotoren, wobei sowohl ein Aktivieren als auch eine Repression der viralen Transkription
die Folge sein kann (Ubersicht in McBride et al., 1991). Neuere Erkenntnisse deuten jedoch
auf eine untergeordnete Bedeutung der transaktivierenden Eigenschaften von E2 im viralen
Zyklus hin (Stubenrauch ef al., 1998). Bei episomalen Genomen reprimiert E2 nicht wie bei
integrierten HPV-Genomen die Expression von E6 und E7, wahrscheinlich aufgrund der
unterschiedlichen Chromatinstruktur (Bechtold et al., 2003).

Wiéhrend der Reifung der Viruspartikel akkumuliert das eigentlich spédte Protein E4 im
Zytoplasma, wobei es 20-30 % des gesamten zelluldren Proteingehalts ausmachen kann. E4
ist ein Spleissprodukt, das den N-Terminus von E1 enthdlt. Durch spezifische,
destabilisierende Interaktionen mit Keratinfilamenten fiihrt E4 zur Dissoziation des
Keratinnetzwerks der Zelle und erleichtert so das Freisetzen der Viren (Doorbar ef al., 1991;
Roberts et al., 1993).

Das kleine membranassoziierte ES-Protein boviner Papillomaviren ist hauptverantwortlich fiir
die zelluldre Transformation (Burkhardt et al., 1987). Bei HPV ist es hierbei gegeniiber E6
und E7 eher von untergeordneter Bedeutung, denn in Zervixkarzinomzellen ist ES oft deletiert
(Schwarz et al., 1985). Es scheint vor allem bei der Initiation der Transformation durch eine

7



erhohte Transduktion mitogener Signale von Wachstumsfaktoren eine Rolle zu spielen. So
unterstiitzt ES E7 bei der Reprogrammierung differenzierender Keratinozyten und stimuliert
die DNA-Synthese (Genther et al., 2003). E5 verzogert den endosomalen pH-Abfall (Straight
et al., 1995), wahrscheinlich indem es an eine membrangebundene Untereinheit der
vakuoldren ATPase bindet und deren Zusammenlagerung behindert (Briggs et al., 2001), was
zu einem erhohten EGF-Rezeptor-Recycling fiihrt (Straight er al., 1993). Weiterhin kann ES
mit EGF-, PDGFB- und CSF-1-Rezeptoren komplexieren (Hwang et al, 1995). Uber
Proteinkinase C-abhéngige und -unabhéngige Mechanismen aktiviert ES membranassoziierte
Proteinkinasen (Gu und Matlashewski, 1995; Crusius ef al., 1997). Auch ein antiapoptotischer
Effekt nach DNA-Schiden wurde beschrieben (Zhang et al., 2002).

Die friihen Onkoproteine E6 und E7 und ihre Rolle bei der zelluldren Transformation

Bei der Virusreplikation sind Papillomaviren auf teilungsaktive Zellen angewiesen. Da die
vegetative Vermehrung in Keratinozyten der dufleren Epithelschichten (siehe 1.3) stattfindet,
haben  Papillomaviren = Pathogenititsmechanismen  entwickelt, die in  den
Differenzierungsprozess eingreifen und Zellzyklusbarrieren iiberwinden. Letztendlich kann
die fortgesetzte Proliferation zu hyperproliferativen Lésionen fiihren. Die wichtigste Rolle bei
der zelluldren Transformation spielen dabei die frithen viralen Proteine E6 und E7, die auch
bei Zervixkarzinomzellen konstitutiv exprimiert werden (Schwarz et al., 1985; Baker ef al.,
1987). Dabei korrelieren das Transformationspotenzial und die Fahigkeit zur Induktion
chromosomaler Instabilitit der beiden Onkoproteine mit der Einordnung von Papillomaviren
in Llow risk” und ,high risk“-Typen (Storey et al., 1988; Barbosa et al., 1991). Bei
verschiedenen HPV-Typen variieren die Transformations-Mechanismen (Ubersichten in
Mansur und Androphy, 1993; Barbosa, 1996). Die folgenden Beschreibungen der beiden
Onkoproteine E6 und E7 beziehen sich auf ,,high risk“-Typen.

E6 bindet p53 (Werness et al., 1990) und fordert dessen Degradierung (Scheftner et al.,
1990). Dabei hat das E6-assoziierte Protein E6-AP die Funktion einer Ubiquitin-Protein-
Ligase, die p53 durch Ubiquitinierung fiir den Abbau durch das Proteasom markiert
(Scheffner et al., 1993). Der durch E6 hervorgerufene Ausfall des Tumorsuppressorproteins
p53 resultiert in genomischer Instabilitit (Reznikoff et al., 1994; Reznikoff et al., 1996) und
mangelnder Apoptose (Pan und Griep, 1994). Kommt es zu DNA-Schdden durch z.B.
mutagene Einfliisse oder einer Deregulierung des Zellzyklus, etwa bei einer viralen Infektion,
steigert sich die Halbwertszeit von p53. Die erhohte p53-Konzentration in der Zelle fiihrt
entweder zu einer Blockade des Zellzyklus im G;-Stadium (iiber den Cyclin-abhingigen
Kinase-Inhibitor p21), wihrend die zelluldren Reparatursysteme die Defekte beheben konnen,
oder zur Eliminierung von irreparabel geschidigten oder unkontrolliert wachsenden Zellen
durch Apoptose. Der funktionelle Verlust von p53 fiihrt also zu einer unkontrollierten
Proliferation, bei der in Folge der genomischen Instabilitdt Mutationen akkumulieren konnen,
die entscheidend zu einer malignen Progression beitragen.

Indirekt wirkt E6 auch iiber p21 und pRB proliferationsfordernd. Doch die Hauptfunktion von
E6 besteht wahrscheinlich darin, die Apoptose der Wirtszelle zu verhindern, nachdem



hauptsédchlich durch E7 eine Zellzyklus-Deregulierung ausgelost wurde. Durch die Bindung
und Destabilisierung von Bak wirkt E6 ebenfalls antiapoptotisch (Thomas und Banks, 1998;
Jackson et al., 2000). Zusitzlich aktiviert E6 die zelluldre Telomerase (Klingelhutz et al.,
1996), wodurch das Auftreten von Seneszenz verzogert oder verhindert werden konnte.
Ebenfalls proliferationsfordernd konnte sich die Bindung und Destabilisierung von PDZ-
Proteinen (Fehrmann und Laimins, 2003) und die Stabilisierung von Mitgliedern der Src-
Kinasen (Oda et al., 1999) auswirken. AuBlerdem wurden transaktivierende Funktionen
(Desaintes et al., 1992) und weitere Interaktionen mit zelluldren Proteinen (Ubersicht in zur
Hausen, 2000) beschrieben, deren Bedeutung fiir die Transformation noch nicht genau geklart

ist.
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Abb. 1.3 Die Rolle von p53 bei der Uberwachung der Integritit der Zelle und die Konsequenzen der E6-
vermittelten p53-Degradation.

Der primédre Transformationsmechanismus von E7 beruht auf der Bindung und
Destabilisierung von pRB, p107 und pl130, den Mitgliedern der Retinoblastoma-Protein-
Familie (Dyson et al., 1989; Davies et al., 1993; Boyer et al., 1996; Jones und Miinger, 1997).
Diese Proteine agieren {iiber direkte Interaktionen mit diversen Transkriptionsfaktoren,
insbesondere mit Heterodimeren aus den Mitgliedern der E2F-Familie (E2F 1-5) und der DP-
Familie (Ubersicht in La Thangue, 1994), deren transaktivierende Funktion dadurch blockiert
wird (Weintraub et al., 1995). Beim Ubergang vom G;-Stadium zur S-Phase phosphorylieren
Cyclin-abhéngige Kinasen pRB, wodurch E2F/DP aus dem inaktiven pRB/E2F/DP-Komplex
entlassen wird und die Transkription von essenziellen Genen fiir das Fortschreiten der S-
Phase und die DNA-Replikation einleitet. Durch die Bindung der RB-Proteine an E7 wird
E2F/DP ebenfalls freigesetzt und l6st mittels der Aktivierung von Zellzyklus-Genen den
Eintritt in die S-Phase aus (Ubersicht in Tommasino und Crawford, 1995).

Ein Nebeneffekt dieser Zellzyklus-Deregulierung ist wahrscheinlich die Apoptoseinduktion
durch E7. Dieser Effekt wurde in vitro (White et al., 1994; Jones et al., 1997a) und in vivo bei



der Entwicklung der murinen Augenlinse beobachtet (Pan und Griep, 1994; 1995), wobei E7
iiber p53-abhéngige und -unabhingige Signalwege zur Apoptose fiihrte.

pRB/p107/p130 ‘

®

©

pRB/p107/p130 Zellzyklus- pRB/p107/p130
I Gene | \@
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Abb. 1.4 HPV16 E7 bindet und destabilisiert pRB, wodurch E2F die Expression von Genen, die zum Eintritt in
die S-Phase fiihren, aktiviert.

Weitere Mechanismen, anhand derer E7 Zellzyklusbarrieren iiberwinden kann, sind z.B. die
Induktion von Cyclin A und E (Arroyo et al., 1993; Zerfass et al., 1995) und die Inaktivierung
der Cyclin-abhédngigen Kinase-Inhibitoren p21 (Funk et al., 1997; Jones et al., 1997b) und
p27 (Zertass-Thome et al., 1996). Aber auch direkte Wechselwirkungen zwischen E7 und
Cyclin A/CDK- und Cyclin E/CDK-Komplexen wurden nachgewiesen (Tommasino et al.,
1993; Mclntyre et al., 1996). AuBlerdem interagiert E7 mit Transkriptionsfaktoren der AP-1-
Familie und transaktiviert die Expression AP-1-regulierter Gene (Antinore et al., 1996). Auch
kann E7 das TATA-Box-Bindeprotein (TBP) und den TBP-assoziierten Faktor TAF 110
binden (Massimi et al., 1996; Mazzarelli et al., 1995), wobei noch unklar ist, welchen
Einfluss E7 dadurch auf die Aktivitit dieser basalen Transkriptionsfaktoren ausiibt. Weiterhin
konnte die Aktivierung des c-fos-Promotors durch E7 gezeigt werden (Morosov et al., 1994).
Indem es eine Amplifikation der Zentriolen auslost, fordert E7 aulerdem die Entstehung von
Aneuploidien (Duensing et al., 2001).
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Tab. 1.3 Mechanismen von E6 und E7 der ,,high risk“-HPV-Typen bei der zelluldren Transfomation (verdndert
nach zur Hausen, 2000).

Funktion Referenz

E6 Immortalisierung der Zelle Band et al., 1990
Bindung von E6-AP und p53, Werness et al., 1990; Scheffner et al., 1993
dadurch Destabilisierung von p53
Antiapoptotischer Effekt Werness et al., 1990; Thomas und Banks, 1998
Chromosomale Destabilisierung White et al., 1994
Forderung der Integration von Fremd-DNA und  Kessis ef al., 1996; Havre ef al., 1995
Mutagenese
Telomerase-Aktivierung Klingelhutz et al., 1996
Blockade von Interferon-Funktionen (?) Ronco et al., 1998

E7 Immortalisierung der Zelle Miinger und Phelps, 1993

Inaktivierung von pRB, p107 und p130
Aktivierung der Cycline E und A
Apoptoseinduktion

Inhibition Cyclin-abhéngiger Kinase-Inhibitoren

Arroyo et al., 1993, Zerfass et al., 1995
Dyson et al., 1989; Dyson et al., 1992
Puthenveetil et al., 1996

Jones et al., 1997b; Funk et al., 1997

Forderung der Integration von Fremd-DNA Kessis et al., 1996; Reznikoff et al., 1996

und Mutagenese

Degradierung der Tyrosinkinase Blk (?) Oda et al., 1999

Die spdten Gene L1 und L2

Wie bereits erwdhnt, assemblieren die Strukturproteine zu einem ikosaedrischen Viruskapsid.
Dabei stellt das hoch konservierte Hauptkapsidprotein L1 den Grofteil des Kapsids und kann
auch ohne die Anwesenheit von L2 virusdhnliche Partikel (VLPs) bilden. Das
Nebenkapsidprotein L2 wirkt jedoch stabilisierend und erhoht die Effizienz der
Zusammenlagerung (Kirnbauer et al., 1993). Weiterhin scheint L2 an der Verpackung des
viralen Genoms beteiligt zu sein (Zhou et al., 1994). Wahrscheinlich vermittelt L2 durch die
Kolokalisation von L1 und E2-Genomkomplexen in distinkten nuklefiren Dominen, den
PODs (PML) die
Viruszusammenlagerung, vielleicht indem es so zu einer lokalen Konzentration oder einer

(promonocytic  leukemia  protein oncogenic  domains),

bestimmten sterischen Anordnung der Virionbestandteile fiihrt (Day ef al., 1998).

1.3 Replikationszyklus

Der virale Lebenszyklus ist auf die verschiedenen Differenzierungsstadien der Keratinozyten
im Epithel angewiesen (Laimins, 1993). Die basalen Keratinozyten sind die einzigen Zellen
des Epithels, die teilungsaktiv sind. Ein Teil der Tochterzellen stellt die Zellteilung ein und
beginnt eine progressive Differenzierung, wahrend der die dulleren Epithelschichten (Stratum
spinosum, Stratum granulosum, Stratum corneum) vertikal durchlaufen werden. Dabei lagern
die Zellen zunehmend Keratin ein, sterben in der Hornschicht ab und werden in Form von
Hautschiippchen abgeschilfert. Bei einer Verletzung des Epithels konnen Papillomaviren die
Basalschicht
Replikationsapparat zur Infektion benétigt wird.

proliferierenden  Keratinozyten  der erreichen, deren  aktivierter
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Abb. 1.5 Der Lebenszyklus von Papillomaviren. Verdndert nach zur Hausen, 2002.

In der ersten Infektionsphase regulieren ausschlieBlich zelluldre Transkriptionsfaktoren die
frithe virale Genexpression, in spiteren Phasen sind virusspezifische Proteine bei der
Transkriptionskontrolle frither und spiter Genprodukte beteiligt. Bei suprabasalen
Keratinozyten greift die Expression der frilhen Proteine E6 und E7 in den
Differenzierungsprozess ein, und die Zellen fahren mit der Proliferation fort. Wahrend bei der
Etablierung der Infektion im Stratum basale ca. zehn Virusgenome pro Zelle vorliegen,
wechselt in der produktiven Phase in den suprabasalen Schichten die Replikation von einem
bidirektionalem Mechanismus iiber Theta-Strukturen zu einem Rolling circle-Mechanismus
und die Kopienzahl steigt auf 50-100 Genome/Zelle (Flores und Lambert, 1997).

Die vegetative Produktion von Virionen ist von einem fortgeschrittenem
Differenzierungszustand abhingig und deshalb auf die duleren Zellschichten beschrankt: im
Stratum spinosum findet die virale DNA-Replikation sowie die Induktion spéter viraler
Promotoren statt, und im Stratum granulosum lauft die Kapsidsynthese ab. Die Freisetzung
infektidser Viren erfolgt mit dem Abschilfern abgestorbener Zellen (sieche Abb. 1.5).

1.4 Virusihnliche Partikel und Pseudovirionen

Leere Papillomaviruskapside bezeichnet man als virusdhnliche Partikel (VLPs).
Pseudovirionen sind Partikel, die sich aus einem Kapsid und einem assoziierten Plasmid mit
Reportergen zusammensetzen. Konfrontiert man sie mit Zielzellen, kann man friihe
Infektionsereignisse wie die Adsorption und Internalisierung der Partikel sowie die
Freisetzung der DNA und ihren Transport in den Kern simulieren, denn anhand der
Reportergenexpression kann eine erfolgreiche Pseudoinfektion von Zielzellen detektiert
werden.

@
® e

Abb. 1.6 Simulation einer Papillomavirusinfektion durch Pseudovirionen, anhand der Reportergenexpression
detektierbar.
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Da es bislang kein effizientes in vitro-Replikationssystem fiir Papillomaviren gibt, sind viele
molekulare Aspekte der Infektion noch unklar. Zur ndheren Untersuchung frither
Infektionsereignisse bieten sich deshalb Pseudovirionen als praktikable Alternative zu
authentischen Papillomavirionen an.

Ein Beispiel fiir den FEinsatz von VLPs und Pseudovirionen: Die Suche nach dem
Papillomavirus-Rezeptor

Der Papillomavirus-Rezeptor ist noch nicht eindeutig identifiziert. Da Papillomavirus-Partikel
an Zellen verschiedener Ursprungsgewebe und Spezies binden konnen, scheint der Rezeptor
ein ubiquitdres Oberflichenmolekiil zu sein. Dabei konnen auch Partikel, die nur aus L1
bestehen, effizient adsorbieren (Roden et al., 1994a; Volpers et al., 1995; Miiller et al., 1995).
Evander et al. schlugen a6B4-Integrin als Rezeptorkandidat fiir HPV6 vor (1997), wobei dies
fiir BPV4 (Sibbet et al., 2000), HPV11 (Joyce ef al., 1999) HPV16 sowie HPV33 (Giroglou et
al., 2001a) nicht bestitigt werden konnte und fiir andere HPV-Typen unklar bleibt.
Heparansulfate und Heparin-dhnliche Glykosaminoglykane binden Virionen (Joyce et al.,
1999) und vermitteln die Pseudoinfektion (Giroglou ef al., 2001a). Bei einer natiirlichen
Infektion konnte eine weitere, spezifischere Wechselwirkung mit einem Sekundérrezeptor
folgen, denn die Pseudoinfektion ist nur fiir die ersten 4 h durch Heparin zu blockieren, was
auf einen Rezeptortransfer hindeuten konnte (Giroglou et al., 2001a). Verschiedene Viren
nutzen Heparansulfat als Primirrezeptor in Verbindung mit spezifischen Folgerezeptoren,
z.B. Herpesviren (Shieh et al., 1992), Humane Cytomegaloviren (Compton et al., 1993), HIV
(Mondor et al., 1998) und Vacciniaviren (Chung et al., 1998). Solch ein Mechanismus deutet
auf eine geringe Affinitdt oder Anzahl des Sekundérrezeptors oder eine geringe Anzahl von
Rezeptorbindestellen auf der Virusoberfliche hin. Moglicherweise handelt es sich um eine
Interaktion mit L2, das eine wesentliche Rolle fiir die Infektiositit von Pseudovirionen in
vielen Systemen spielt (Kawana et al., 1998a; Kawana et al., 1999; Unckell et al., 1997), und
fiir das es spezifische Rezeptoren zu geben scheint (Kawana et al., 2001). Weiterhin konnte
der FcyRIII (CD16)-Rezeptor auf einer Reihe von Immunzellen als akzessorischer Rezeptor
fir HPV16-VLPs identifiziert werden, der wichtig fiir die antivirale Immunantwort sein
konnte (Da Silva et al., 2001).

1.4.1 Die Konstruktion von virusihnlichen Partikeln und Pseudovirionen

Mit Ausnahme einiger weniger Typen wie z.B. HPV1 konnen Papillomavirus-Virionen nicht
aus infiziertem Gewebe isoliert werden. Da auch die Kultivierung von Papillomaviren in
xenotransplantierten Tiermodellen (Kreider et al., 1987; Sterling et al, 1990) und
organotypischen Epithel-Kulturen (Meyers et al., 1992) nur sehr aufwindig und mit geringer
Virusproduktion durchzufiihren ist, wurden eine Reihe von Strategien zur Herstellung von
Viruspartikeln entwickelt.
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Die Herstellung von virusdhnlichen Partikeln (VLPs)

Durch die rekombinante Expression der Kapsidproteine in E. coli konnen grole Mengen an
korrekt gefalteten Kapsomeren isoliert werden, aus denen sich unter passenden in vitro-
Bedingungen Partikel bilden koénnen (Chen et al.,, 2001). In anderen heterologen
Expressionsystemen lagern sich die Strukturproteine L1 und L2 spontan zu VLPs zusammen:
in vitro (Iyengar et al., 1996), in Hefe (Hofmann et al., 1995; Jansen ef al., 1995; Sasagawa et
al., 1995), in Insektenzellen (Hagensee et al., 1993; Kirnbauer et al., 1992; Rose et al., 1993)
und in Sdugerzellen (Zhou et al., 1991; Ghim et al., 1992). VLPs sind wegen eines fehlenden
Genoms nicht infektids, zeigen aber zu nativen Virionen weitgehend identische
morphologische und immunogene Eigenschaften (Ghim et al., 1992; Kirnbauer et al., 1992;
Rose et al., 1993). Neben ihrer Bedeutung bei der Entwicklung prophylaktischer Vakzine
(Breitburd, et al., 1995; Bell et al., 1994) und fir diagnostische Assays (Kirnbauer, 1994;
Rose et al., 1993; Carter et al., 1993) wurden sie auch in Bindungsstudien (Roden et al.,
1994a; Miiller et al., 1995; siehe auch 1.4) und Strukturanalysen (Hagensee et al., 1994; Sapp
et al., 1995) eingesetzt.

Die Herstellung von Pseudovirionen

Zur Produktion von Pseudovirionen wird nachtriglich ein Reportergenkonstrukt chemisch an
VLPs gekoppelt (Miiller et al., 1995; Yeager et al., 2000) oder durch die Anwesenheit eines
Pseudogenoms wéhrend der Kapsidsynthese in der Zelle eine Verpackung der DNA in die
Partikel angestrebt. Roden ef al. (1996a) schleusten mit Hilfe rekombinanter Semliki Forest-
Viren Kapsidgene von BPV1 und HPV16 in BPHE-1-Zellen, in denen autonom replizierende
Kopien des BPV1-Genoms vorliegen. Nach Inkubation von Fibroblasten mit Pseudovirion-
haltigen Zellextrakten konnte anhand der Induktion transformierter Foci nach drei Wochen
eine Pseudoinfektion detektiert werden. Rekombinante Vacciniaviren erwiesen sich ebenfalls
als geeignete Vektoren zur Expression der Kapsidgene in Sdugerzellen, wobei das
Reporterplasmid nach Transfektion mit Hilfe der SV 40 ori-Replikation in episomalen Kopien
vorliegt (Unckell et al., 1997; Zhao et al., 1998; Stauffer et al., 1998). Dabei wirkt sich die
lytische Infektion mit dem Vaccinia-Vektor, bei der neben dem Plasmid auch degradierte
nukledre DNA enkapsidiert wird, nachteilig auf die Verpackungseffizienz aus: Nur ein
Bruchteil der Partikel enthidlt das Reporterplasmid, und dies resultiert in einer geringen
Infektiositit. Eine wesentliche Steigerung der Pseudovirionentiter gelang Buck et al. (2004)
mit einem System, bei dem kodonoptimierte Kapsidgene in 293TT-Zellen transfiziert werden.

Rossi et al. (2000) entwickelten ein vielversprechendes Produktionssystem in der Béackerhefe
Saccharomyces cerevisiae, das eine Erweiterung der Produktion in industriellem MalBstab
ermdglichen sollte. Bei dieser Strategie enthalten die Hefezellen zwei Plasmide, ein
Verpackungsplasmid und ein Zielplasmid oder Pseudogenom, die beide durch das 2pum-
System episomal repliziert werden. Das Verpackungsplasmid kodiert fiir die HPV16-
Kapsidproteine L1 und L2, deren Expression durch einen bidirektionalen gall/I(0-Promotor
induzierbar ist. Neben dem Reportergen GFP enthilt das Zielplasmid die HPV16-URR und
den offenen Leserahmen von HPV16-E2, wobei die diese beiden Elemente aufgrund ihrer
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potenziellen Funktion bei der Verpackung des Genoms miteinbezogen wurden (Day et al.,

1998).
Tab. 1.4 Systeme zur Herstellung von Pseudovirionen.
VLPs/Vektor fiir Papillomavirus- Reportergen/
System Kapsidproteine Typ der Detektionssystem Referenz
Kapsidproteine
in vitro- VLPs aus dem HPV6, HPV11, B-Galaktosidase Miiller et al., 1995
Kopplung Baculovirus-System HPV16
in vitro- VLPs aus Hefe HPV6, HPVI11, B-Laktamase Yeager et al., 2000
Kopplung HPV16, HPV18
BPHE-1 Semliki Forest-Virus BPVI1,HPV16  BPVI1-Genom: Fokus- Roden et al., 1996a
Formationsassay
COS7 Vacciniavirus HPV33 B-Galaktosidase Unckell et al., 1997
COS1 Vacciniavirus BPV1 E. coli ori-Replikation Zhao et al., 1998
293T Vacciniavirus HPV18 B-Galaktosidase, Stauffer et al., 1998
Puromycin
Sf-9 Baculovirus BPV1 B-Galaktosidase Zhao et al., 2000
293TT DNA-Transfektion HPV16, BPV1, GFP Buck et al., 2004
Lipofectamine Plus- kodonoptimiert
(Invitrogen)
Hefe 2um-basiertes episomales HPV16 GFP Rossi et al., 2000
Plasmid
In vitro VLPs aus dem HPV16 -Galaktosidase Kawana et al., 1998a
In vitro Baculovirus-System HPV16, kein L2 Touzé und Coursaget,

1998

Nachdem optimale Bedingungen zu einer quantitativen in vitro-Disassembly/Reassembly von
VLPs beschrieben wurden (McCarthy et al., 1998), ist eine weitere Strategie die in vitro-
Konstruktion von Pseudovirionen in Anwesenheit von DNA (Kawana et al., 1998a). Im
Baculovirus-Expressionssystem  hergestellte, mittels CsCI-Gleichgewichtszentrifugation
aufgereinigte Partikel werden hierbei wéihrend einer Inkubation mit 3-Mercaptoethanol durch
die Reduktion der Disulfidbriicken in Kapsomere dissoziiert (Disassembly). Nach Zugabe des
Reporterplasmids wird das B-Mercaptoethanol durch Dialysieren entfernt, wodurch sich die
Kapsomere erneut zu Partikeln zusammenlagern (Reassembly), die mit dem Plasmid assoziiert
sind. Im Gegensatz zu Touzé und Coursaget (1998), die die Disassembly unter anderen
Bedingungen, mit DTT statt mit B-Mercaptoethanol, durchfiihrten, beobachteten Kawana et
al. (1998a) einen Einfluss von L2 auf die Infektiositdt der Pseudovirionen. Auch durch einen
osmotischen Schock und sogar durch eine bloe Koinkubation (,,direkte Interaktion*) von L1-
Partikeln mit Plasmid wurden infektiose HPV-Pseudovirionen hergestellt, wobei die Ausbeute
bei der Verwendung linearisierten Plasmids hoher ausfiel (Boursaghin et al., 2002). In vitro-
Systeme erlauben, mit bereits aufgereinigten, konzentrierten Partikelprdparationen und

Plasmiden zu arbeiten. Aufwindige und verlustreiche Isolations- und Aufreinigungsschritte
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entfallen. Allerdings folgt die Enkapsidierung des Reporterplasmids in Sduger- oder
Hefezellen vermutlich anderen Mechanismen als in vitro. Allein das Vorliegen des Plasmids
in Form von Chromatin und die Kernlokalisation sind Kriterien bei der natiirlichen
Virionsynthese, die in Disassembly/Reassembly-Systemen wegfallen. Generell ist bei
Pseudovirionen aus verschiedenen Systemen zweifelhaft, ob es sich bei der Assoziation der
DNA mit dem Partikel um eine zu natiirlichen Virionen dquivalente Verpackung handelt,
auch wenn das Plasmid vor DNasen geschiitzt ist.

In allen zelluldren Systemen spielt L2 zumindest fiir die Infektiositdt eine wesentliche Rolle,
zur Effizienz der DNA-Verpackung fielen die Befunde unterschiedlich aus. Wie bereits in
1.2.2 beschrieben, konnte das frithe Protein E2 in vivo zur Spezifitdt der Genomverpackung
beitragen (Day et al., 1998). Fiir bestimmte heterologe Systeme scheint dies ebenso
zuzutreffen (Zhao et al., 2000), obwohl bei der Mehrzahl kein Einfluss von E2 festgestellt
werden konnte.

1.4.2 Pseudovirionen sind VLPs als Papillomavirus-Modell iiberlegen

Anwendungsbereiche

Mit Hilfe von Pseudovirionen aus verschiedenen Systemen wurde bereits eine Reihe von
Infektionsmechanismen ndher untersucht. So wurde Heparansulfat als notwendig fiir eine
Pseudoinfektion identifiziert (Giroglou et al., 2001a), der zytoplasmatische Transport der
Virionen ndher analysiert (Selinka et al., 2002; Boursaghin et al., 2003) und die Bedeutung
von L2 anhand von Mutationsanalysen untersucht (Kawana et al., 2001; Yang et al., 2003).

Aullerdem werden Pseudovirionen verschiedener HPV-Typen in Neutralisationsassays
eingesetzt, um Patientenseren auf spezifische Antikorper zu testen (Yeager et al., 2000;
Giroglou et al., 2001b; Pastrana et al., 2001; Boursaghin et al., 2002). Neben der Begleitung
von klinischen und epidemiologischen Studien lassen sich mit solchen Assays auch
Antikorper ndher charakterisieren.

Denkbar ist auch die Anwendung von Pseudovirionen als Genvektoren, beispielsweise fiir
Vakzinierungen. Nach oraler Administration von Papillomavirus-Pseudovirionen an Mausen
wurde eine Reportergenexpression in Zellen der Peyerschen Plaques, der Lamina propria, des
Rektums und der Milz detektiert, und es konnte eine systemische sowie eine protektive
mucosale T-Zellantwort induziert werden (Shi ef al., 2001). Nach subkutaner Injektion wurde
das Reportergen in Lymphknoten und Milz exprimiert und eine im Vergleich zur DNA-
Immunisierung stirkere T-Zell-Antwort erzielt. Da intranasale Vakzinierungen mit VLPs
bereits erfolgreich durchgefiihrt wurden (Balmelli ef al., 1998), konnten mit dieser Strategie
durch Pseudovirionen neue Antigene eingesetzt werden. Nachdem ein an VLPs gekoppelter
Fluoreszenzfarbstoff partikelvermittelt in Ziellzellen geschleust werden konnte, schlagen die
Autoren vor, modifizierte VLPs nicht nur als Vektoren fiir DNA, sondern auch als Vehikel,
um niedermolekulare Substanzen in vitro und in vivo effizient in Zielzellen einzufiihren, in
Betracht zu ziehen (Bergsdorf et al., 2003).
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Pseudovirionen versus VLPs

Im Vergleich zu VLPs weisen Pseudovirionen einen hdheren Anteil an interkapsomerischen
Disulfidbriicken und damit eine héhere Trypsinresistenz auf (Fligge et al., 2001). Auch die
Bindung an unterschiedlich sulfatierte Glykosaminoglykane und die Kinetik der Aufnahme in
die Zelle ist verschieden (Selinka et al., 2003). Die Internalisierung von Pseudovirionen ist
mit einer Halbwertszeit von 7,5 h wesentlich langsamer als bei VLPs (3 h Halbwertszeit),
vielleicht aufgrund eines Transfers auf einen Sekundirrezeptor, verbunden mit einer
Konformationsdnderung (Selinka et al., 2003). Diese Befunde suggerieren unterschiedliche
Mechanismen der Partikelaufnahme, wobei Pseudovirionen in ihren Eigenschaften sicherlich
eher nativen Virionen entsprechen.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Intention dieser Arbeit war, HPV16-Pseudovirionen herzustellen, um ein Reportergen
partikelvermittelt in Zielzellen einzuschleusen. Die Produktion sollte zundchst in einem in
vivo-System versucht werden, da hier - eher als in einem in vitro-System - Pseudovirionen
entstehen sollten, die in ihrer Struktur authentischen Virionen entsprechen (siehe auch 1.4.1).
Die Pseudovirionen sollten hinsichtlich ihrer Struktur ndher charakterisiert werden. Anhand
von Pseudoinfektionsexperimenten wurden dann einige Fragestellungen bearbeitet.

1.5.1 HPV16-Pseudovirionen-Produktion in der Hefe Saccharomyces cerevisiae

Obwohl bei dem Hefe-Produktionssystem von Rossi et al. (2000) zundchst hohe Titer an
infektiosen Pseudovirionen gewonnen werden konnten (sieche auch Tab. 1.5), stellten sich
langfristig erhebliche Schwankungen bei der Ausbeute und Infektiositdt der Partikel ein.
Deshalb sollte das System so weiterentwickelt werden, dass eine reproduzierbare Herstellung
von Pseudovirionen erreicht wird. Hierflir sollten neue Hefeklone mit EGFP als Reportergen
generiert und charakterisiert werden. Auflerdem sollten die Kultivierungs- und
Infektionsprotokolle optimiert werden.

Tab. 1.5 Effzienz der zu Beginn dieser Arbeit bestehenden in vivo-Pseudovirionen-Produktionssysteme.

System Effizienz: Nachteil Referenzen
Partikel/Infektiositit

Semliki Forest-Virus Langwierige, ungenaue Titer-

in BPHE-1 10° bestimmung: Fokus-Formation Roden et al., 1996a
o - Lytisches System: kompetitive  Unckell ef al., 1997;
Va(.:.cmlawrus mn 1010 Verpackung zellulirer DNA- Zhao et al., 1998;
Séugerzellen Fragmente Stauffer et al., 1998
Lytisches System: kompetitive
Baculovirus in Sf-9 3*10° Verpackung zelluldrer DNA- Zhao et al., 2000
Fragmente
2um-basierte Erhebliche Schwankungen bei
episomale Plasmide 10 Ausbeute und Infektiositit: Rossi et al., 2000
in Hefe Standardisierung notwendig
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Als auch nach Versuchen, durch zusitzliche Reinigungsschritte  sauberere
Pseudovirionpriparationen aus dem Rohextrakt zu isolieren, keinerlei Infektiositit detektiert
werden konnte, sollte eine Fehleranalyse durchgefiihrt werden, um mogliche Ursachen fiir das
Scheitern des Systems zu bestimmen.

1.5.2 In vitro-Pseudovirionen-Produktion durch Disassembly/Reassembly

Um dennoch Pseudoinfektionsexperimente durchfiihren zu kdnnen, sollten mittels der in vitro
Disassembly/Reassembly-Methode nach Kawana et al. (1998a) aus in Insektenzellen
produzierten HPV16 L1/L2 VLPs und einem EGFP-Reporterplasmid infektiose
Pseudovirionen konstruiert werden. Nach der Charakterisierung des Reassembly-Materials
sollten Pseudoinfektionsexperimente durchgefiihrt werden. Dabei sollten folgende Fragen
untersucht werden:

e Wie gestaltet sich die Struktur der Partikel nach Reassembly? Weisen sie im Vergleich zu
VLPs verdnderte physikalische Eigenschaften auf?

o Ist der Transfer des Reportergens nach der Konfrontation von Zielzellen mit den
Pseudovirionen partikelabhingig?

e Liegt eine linecare oder logarithmische Korrelation zwischen der eingesetzten
Pseudovirionendosis und der Effizienz des Gentransfers vor?

e Wie ist das Reporterplasmid mit den Partikeln assoziiert? Ist es vollstidndig oder teilweise
verpackt, oder ist es nur duflerlich assoziiert?

e Konnen Zelllinien verschiedener Spezies und verschiedenen Ursprungsgewebes mit
Pseudovirionen aus diesem System erfolgreich pseudoinfiziert werden?

e Wie verhalten sich HPV16 L1-Pseudovirionen? Gibt es Unterschiede in der Infektiositit
im Vergleich zu L1/L2-Pseudovirionen?

e Fiihrt eine blofe Koinkubation von VLPs mit Reporterplasmid zur Bildung infektioser
Pseudovirionen?

e Welchen Einfluss hat die Konformation des Reporterplasmids auf die Effizienz des
Gentransfers, die physikalischen Eigenschaften der resultierenden Pseudovirionen sowie
die Art der Assoziation der DNA mit den Partikeln?
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Material

2 Material

2.1 Chemikalien

2.1.1 Salze

Ammoniumperoxodisulfat (APS, (NHy),S,0s)
Calciumchlorid (CaCl,)
4°,6"-Diamino-2-phenyl-indoldihydrochlorid (DAPI)
Césitumchlorid (CsCl)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Natriumacetat (NaCH3CO,)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumcitrat (C¢HsNazO7)
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOy)
Natriumdihydrogenphosphat(NaH,;POy)
Natriumazid (NaN3)

Lithiumacetat (LiAc)

Kaliumacetat (Kac)

Kaliumhexacyanoferrat (I1) (K4Fe(CN)e)
Kaliumhexacyanoferrat (I11) (KsFe(CN)g)
Propidiumiodid

2.1.2 Siduren und Basen

2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure) (ABTS)
3-[N-Morpholino]propansulfonsidure (MOPS)
37 % Salzséure (HCI)

Borsaure

Essigsdure

Ethylenglycol-bis(B-aminoethylester)-N, N, N',
N'-tetraessigsdure (EGTA)

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure (HEPES)
Natronlauge (NaOH)

Para-Hydroxy-Cumarséure (trans)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe
Riedel-deHaén, Seelze

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Gerbu Biotechnik, Gaiberg
J. T. Baker, Deventer,
Niederlande

J. T. Baker, Deventer,
Niederlande

Merck, Darmstadt

Gerbu Biotechnik, Gaiberg

Gerbu Biotechnik, Gaiberg
Gerbu Biotechnik, Gaiberg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
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Material

Trizma® Base Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan (Tris)

2.1.3 Organische Losungsmittel und Reagenzien

-Mercaptoethanol
Aceton

Acrylamidlssung rotiphorese® Gel 30

(30 % Acrylamidstammldsung mit

0,8 % Bisacrylamid im Verhiltnis 37,5:1)

Agarose Molecular Biology Grade
Aminoséuren und Nukleotide
Ampicillin

bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Coomassie Brillant Blue
D-(+)-Galaktose
D-(+)-Glucose

Dextranblau
Dimethylsulfoxid (DMSO)
dNTPs

D-Sorbitol

Ethanol

Ethidiumbromid-Ldsung (10 mg/ml)

Formaldehyd
Formamid
Glutaraldehyd
Glycerin

Glycin

Heparin
Isoamylalkohol
Isopropanol
Kanamycin
Magermilchpulver
Methanol

Mowiol

N,N,N,” N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumluminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-

phthalazindion)

Nonidet® P 40 (Ethylphenylpolyethylenglycol)

Paraformaldehyd
Polyethylenglycol (PEG) 3350

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Eurogentech, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Riedel-deHaén, Seelze
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

J. T. Baker, Deventer,
Niederlande

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Riedel-deHaén, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Riedel-deHaén, Seelze
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
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Material

Polyvinylpyrrolidon 25
Ponceau S-Konzentrat
Roti®-Phenol/Chloroform

(Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol 25:24:1)
Saccharose

Triton X-100 (Octylphenoxypolyethylenglycol)
Trypanblau

Tween-20

Wasserstoffperoxid (H,O5)

X-Gal (5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-p-D-galaktosid)

2.2 Losungen und Puffer

Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gerbu Biotechnik, Gaiberg
Merck, Darmstadt

Gerbu Biotechnik, Gaiberg
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Puffer mit H,O bidest angesetzt.

2.2.1 Minipréaparation von Plasmiden

Losung I

Losung II

Losung III

RNase A-Losung

2.2.2 Elektrophorese
2.2.2.1 DNA-Agarosegele

1 % Agarosegel

0,8 % Agarosegel

6 x DNA-Ladepuffer

50 mM Glucose
25 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

0,2 M NaOH
1 % (w/v) SDS

3 M Natriumacetat, pH 5,3
20 % (v/v) Essigsdure

2 mg/ml RNase A

1 % (w/v) Agarose in Elektrophorese-
Puffer
1 pg/ml Ethidiumbromid-Lsung

0,8 % (w/v) Agarose in Elektrophorese-
Puffer
1 pg/ml Ethidiumbromid-Losung

50 % (w/v) Sucrose
0,15 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) SDS
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Material

Elektrophorese-Puffer fiir Agarosegele:

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) 0,04 M Tris/HCL, pH 7,5
5 mM Naacetat
I mM EDTA, pH 8,0

2.2.2.2 SDS-Polyacrylamidgele zur Proteinauftrennung

Laufpuffer fiir Proteingele 25 mM Tris/HCI, pH 8,0
250 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

2 x Proteingel-Ladepuffer 2 mM EDTA, pH 8,0
0,1 M Tris/HCI, pH 8,0
4 % (w/v) SDS
20 % (v/v) Glycerin
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
0,02 % (w/v) Bromphenolblau

Ammoniumperoxodisulfat (APS) 10 % (w/v) APS

Tris/HCI-Puffer, pH 6,8 1 M Tris/HCI, pH 6,8

Tris/HCIl-Puffer, pH 8,8 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8

15 ml Trenngel, 12 % 6 ml Acrylamidlosung (30 %)
3,8 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
4,9 ml HzO

150 ul 10 % SDS
150 ul 10 % APS
6 ul TEMED

15 ml Trenngel, 8 % 4,0 ml Acrylamidlésung (30 %)
3,8 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
6,9 ml H,O
150 pl 10 % SDS
150 pl 10 % APS
9 ul TEMED

4 ml Sammelgel, 5 % 0,67 ml Acrylamidlésung (30 %)
0,5 ml 1,0 M Tris/HCI, pH 6,8
2,7 ml HzO
40 ul 10 % SDS
40 ul 10 % APS
4 ul TEMED
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Material

2.2.3 Coomassiefarbung von Proteingelen

Coomassie Blau-Farbelosung

Coomassie Blau-Entfarbelosung

0,25 % (w/v) Coomassie Blau
45 % (v/v) Methanol

45 % (v/v) H,O

10 % (v/v) Essigsédure

45 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsédure

2.2.4 Western-Blot und Detektion durch ECL (enhanced chemoluminescence)

1 x Transferpuffer (EMBL-Puffer)

Blockierungslosung

Waschlésung
Enhancer-Lsung

Luminol-Lésung

Detektionslosung

2.2.5 DNA-Protein-Bindungsnachweis

DNA-Protein-Transferpuffer

DNA-Protein-Blockierungspuffer

40 mM Tris/HCI, pH 8,0
39 mM Glycin
1,3 mM SDS

5 % (w/v) Magermilchpulver
0,05 % (v/v) Tween-20 in PBS

0,05 % (v/v) Tween-20 in PBS
11 mg p-Cumarinsédure in 10 ml DMSO

1,25 mM Natriumluminol
2,7 mM H,0,
0,1 M Tris/HCI, pH 8,6

80 % (v/v) Luminol-Ldsung
0,2 % (v/v) Enhancer-Losung

10 mM Tris/HCI pH 7,5
50 mM NaCl

10 mM Tris/HCI pH 7,5

40 mM NaCl

8 % (v/v) Glycerin

1 mM EDTA

5 % (w/v) Magermilchpulver
1 % (v/v) tRNA-LSsung
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Material

DNA-Protein-Bindungspuffer

2.2.6 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

ABTS-Losung

Féarbelosung

ELISA-Puffer

2.2.7 Radioaktive Markierung einer Sonde

5 x Oligo-Markierungspuffer
(Oligo-primed Labelling Buffer OLB)

2 x TNE-Farbpufter

Sdulen-Laufpuffer

10 mM Tris/HCI pH 7,5

40 mM NaCl

8 % (v/v) Glycerin

1 mM EDTA

0,125 % (w/v) Magermilchpulver
1 % (v/v) tRNA-LSsung

20 mg/ml ABTS in H,O

9,5 ml ELISA-Puffer
0,5 ml ABTS-Ldsung
4 p.l HzOz

100 mM NaAc
50 mM NaH2P04
mit Essigsdure auf pH 4,2 einstellen

250 mM Tris/HCI, pH 8,0
25 mM MgCl,

dNTPs, je Spezies 2 mM

5 mM B-Mercaptoethanol
1 M HEPES, pH 6,6

27 U Hexanukleotidprimer

20 mM Tris/HCI, pH 8,0

20 mM EDTA, pH 8,0

100 mM NacCl

0,5 % (w/v) Dextranblau

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

0,1 % (w/v) SDS in 1 x TE-Puffer

2.2.8 Southern-Blot und Hybridisierung der Membran

1 M NAPP (Natriumphosphat-Puffer)

1 M NaH,PO4-Lésung und 1 M
Na,HPO4-Losung werden gemischt, bis
sich ein pH-Wert von 6,6 ergibt.
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Denhardts Reagenz

tRNA-LOsung

20x SSC

Denaturierungspuffer

Neutralisierungspuffer

Hybridisierungsldsung

Waschlosung

2.2.9 Losungen zu Arbeiten mit Hefen

1 M Lithiumacetatlosung (Transformation)

100 mM Lithiumacetatldsung (Transformation)

Blockierungsldsung (Immunfluoreszenz)

Hefe-Lysepuffer (Proteinextraktion)

HEPES-Puffer (Rohextraktgewinnung)
Kaliumacetatlosung (DNA-Extraktion)
Lyticaselosung (DNA-Extraktion)

PMSF-Losung (Rohextraktgewinnung)

Polyethylenglycol (PEG)-Losung (Transformation)

1 % (w/v) Ficoll 400
1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1 % (w/v) BSA

1 % (w/v) tRNA

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

20 x SSC
0,5 M Tris/HCI, pH 7,0

50 % (v/v) Formamid

0,1 % (w/v) tRNA

5x SSC

0,1 % Denhardts Reagenz
20 mM NAPP

1 % (w/v) SDS

2x SSC
0,1 % (w/v) SDS

1 M LiAc
100 mM LiAc

5 % BSA in PBS

1 % SDS
0,5 mM EDTA in PBS

20 mM HEPES pH 7,0
SMKAc

5 mg/ml

100 mM PMSF

50 % PEG
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Sphéroblastenpuffer (Immunfluoreszenz)

ssDNA-Lo6sung (Transformation)

TCES (DNA-Extraktion)

TEM (DNA-Extraktion)

1,2 M Sorbitol
50 mM KH2PO4

2 mg/ml ssDNA (aus Heringssperma)

200 mM Tris/HCI pH 9,5
80 mM EDTA
1 % SDS

50 mM Tris/HCI pH 7,5
25 mM EDTA
1 % (v/v) B-Mercaptoethanol

2.2.10 Losungen zur Herstellung von virusihnlichen Partikeln

Extraktionspuffer

CsCl-Losung (57,5 % (w/v))

10 mM MgCl,

50 mM CaCl,

150 mM NacCl

0,01 % Triton X-100
20 mM HEPES, pH 7,4
1 mM PMSF

4,7 g CsCl
ad 8 ml Extraktionspuffer ohne Triton

2.2.11 Losungen zur Herstellung von Pseudovirionen in vitro

Reassembly-Puffer

2.2.12 Losungen zu Zentrifugationen

CsCl-Losung (41,95 % (w/v))

50 % Sucroseldsung
10 % Sucroselosung

30 % Sucroseldsung

500 mM NacCl
2 mM CaCl, in PBS

4,195 g CsCl
ad 10 ml PBS

50 % (w/v) Sucrose in PBS
10 % (w/v) Sucrose in PBS

30 % (w/v) Sucrose

2.2.13 Losungen zur Analyse pseudoinfizierter Zellen

FACS-Puffer

3% FCS
0,02 % NaNj
in PBS, pH 7,5
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X-Gal-Farbelosung

Fixierlosung

2.2.14 Sonstige Puffer und Losungen

1 M Tris-Puffer

1 x PBS-Puffer (phosphate buffered saline)

1 x TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer)

20 % Ethanol-Losung
70 % Ethanol-Losung
CIA (Chloroform/Isoamylalkohol)

DNase [-Puffer

EDTA-Losung
EGTA-Losung

HPLC-Laufpuffer

Mikrokokkus-Nuklease-Puffer

NaCl-Losung
Natriumacetat-Losung
Ponceau S-Losung

Propidiumiodid-Losung

SDS-Losung (Natriumdodecylsulfat-Losung)

1 mg/ml X-Gal
4 mM K4Fe(CN)g
4 mMK;3Fe(CN)g

2 mM MgCl, in PBS

5,4 % Formaldehyd

1 % Glutaraldehyd in PBS

1 M Tris-Puffer, pH 8,0

140 mM NacCl
2,7 mM KCl
8,1 mM Na,HPO,

1,5 mM KH,PO4 pH 7,3-7,4

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

20 % (v/v) Ethanol
70 % (v/v) Ethanol
Chloroform/Isoamylalkohol 24:1

20 mM Tris/HCI pH 8,3
50 mM KCI
2 mM MgCl,

500 mM EDTA, pH 8,0
250 mM EGTA

50 mM MOPS pH 7,0
360 mM NaCl

10 mM Tris/HCI pH 8,0
2 mM CaCl,

2 M NaCl

3 M NaCH;CO,, pH 5,3

10 % (v/v) Ponceau S-Konzentrat
0,5 % (w/v) Propidiumiodid

10 % (w/v) SDS
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Elvanol

2.3 Enzyme und Kits

BCA * Protein Assay Reagent A, B
DNase I Grad II

Effectene™ Transfection Reagent
Lyticase

Mikrokokkus-Nuklease
Pfu-DNA-Polymerase

Proteinase K

QIAEX® Il GEL EXTRACTION KIT
QIAGEN Plasmid Maxi Kit
Restriktionsenzyme und Reaktionspuffer

RNase A

T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Polymerase
T4-DNA-Polymerase Klenow-Fragment
Taq DNA-Polymerase

Topoisomerase |

2.4 Radiochemikalien

[a**P]-dCTP, 250 Ci/mmol

2.5 Grofien- und Konzentrationsstandards

BSA-Proteinkonzentrationsstandard

20 % (w/v) Mowiol
20 % (v/v) Glycerin in PBS

Pierce, Rockford, Illinois, USA
Boehringer, Mannheim
Quiagen, Diisseldorf

Sigma, Deisenhofen

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Stratagene, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Quiagen, Diisseldorf
Quiagen, Diisseldorf
NEBiolabs, Schwalbach;
MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Boehringer, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
NEBiolabs, Schwalbach
NEBiolabs, Schwalbach
Promega, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Amersham, Braunschweig

Sigma, Deisenhofen

Low Range Prestained SDS-PAGE-GroBenstandard Bio-Rad, Miinchen

Tab 2.1 Proteine und Fragmentgrofen des Low Range Prestained SDS-PAGE-Grof3enmarkers.

Protein
Phosphorylase B
bovines Serumalbumin
Ovalbumin
Carboanhydrase
Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor
Lysozym

Fragmentgrofie [kD]
113,0
82,0
52,4
36,2
29,6
20,3

SmartLadder DNA-GroBen-/Konzentrationsstandard Eurogentech, Darmstadt
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Tab 2.2 FragmentgroBen und DNA-Konzentrationen von 5 pl des SmartLadder-GréBenmarkers.

Fragmentgrofie [bp] DNA-Menge [ng]

10 000 100
8000 80
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
1500 15
1000 100
800 80
600 60
400 40
200 20

2.6 Antikorper
2.6.1 Primérantikorper

Tab 2.3 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Primédrantikorper.

Bezeichnung Typ Spezifitit Konzen- Anwendung in dieser Bezugsquelle/Referenz
tration Arbeit
CAMVIR1 Maus o HPV16 L1 0,5mg/ml  Western-Blot 1:5000  BD Pharmingen, San
monoklonal, Immunfluoreszenz: Diego, CA, USA;
CAMVIR1 1:400 McLean et al., 1990
Serum Kaninchen o MS2-HPV16 100 mg/ml  Western-Blot Dr. M. Miiller, DKFZ
#20 polyklonal L2 1:2000 Heidelberg
4543 Kaninchen o HPVI16 L1 100 mg/ml  ELISA 1:5000 Miiller et al., 1997
polyklonal Neutralisierung
1.3 Maus o HPV16 L1 0,5 mg/ml  ELISA 1:1000 Miiller et al., 1997
monoklonal Neutralisierung
25/C Maus o HPV16 L1 2,5 mg/ml  Neutralisierung Miiller et al., 1997
monoklonal
H16.E70 Maus o HPV16 L1 40 mg/ml  Neutralisierung Dr. M. Miiller, DKFZ
monoklonal Heidelberg;
Christensen ef al., 1996a
H16.U4 Maus o HPV16 L1 40 mg/ml  Neutralisierung Dr. M. Miiller, DKFZ
monoklonal Heidelberg;
Christensen et al., 1996a
H16.V5 Maus o HPVI6 L1 20 mg/ml  Neutralisierung Dr. M. Miiller, DKFZ
monoklonal Heidelberg;
Christensen et al., 1996a
1.4 Maus o HPV16 L1 20 mg/ml  Neutralisierung Miiller et al., 1997
monoklonal,
F1 Maus o HPVI11 L1 3 mg/ml Neutralisierung Christensen et al., 1990
monoklonal
Humane Mensch Verschiedene Neutralisierung Dr. M. Pawlita, DKFZ
Antiseren polyklonal Spezifititen Heidelberg
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2.6.2 Sekundirantikorper

Tab 2.4 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Sekundérantikorper.

Konjugat
Alexa 488

Meerrettich-Peroxidase
Meerettich-Peroxidase

Typ Spezifitit Anwendung in dieser Arbeit Bezugsquelle

Ziege o Maus-IgG Immunfluoreszenz, 1:200 Molecular Probes,
Eugene, OR, USA

Ziege o Maus-IgG Western-Blot, 1:5000 Dianova, Hamburg

Ziege o Kaninchen-IgG  ELISA, Western-Blot, 1:5000  Dianova, Hamburg

2.7 Biologische Materialien

2.7.1 Kultur von Bakterien

2.7.1.1 Bakterienstimme

Tab 2.5 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme.

Stamm

Escherichia coli
SURE

Escherichia coli K12
(GM2163)

Escherichia coli
DH5a

Beschreibung
Dieser Stamm ist besonders zum Klonieren von Sequenzen mit langen invertierten
Wiederholungen geeignet. Genotyp: el4 (mcrA’), A (mcrCB-hsdSMR-mrr)171, endAl,
supE44, thi-1, gyrA96, reldl, lac? AM135, recB, recJ, sbcC, umuC Tn5(Kan"), uvrC, [F'
proAB, laclgDM15, Tn10(Tet"). Bezogen von Stratagene, La Jolla, CA, USA.
Zur Amplifizierung unmethylierter DNA wurde dieser Dam™ Dcm’™ Stamm verwendet.
Genotyp: F, ara-14, leuB6, fhud31, lacY1, tsx78, ginV44, galK2, galT22, mcrA, dem-
6, hisG4, rfbD1, rpsL136(StR), dami3::Tn9 (CamR), xylAS5, mtl-1, thi-1, mcrBlI,
hsdR2. Bezogen von Invitrogen, Groningen, Niederlande.
Mit diesem Stamm wurden Plasmide mit Kanamycin-Resistenzgen amplifiziert.
Genotyp: supE44, lacU169(#80lacZM15), hsdR17 (ry” my') recAl, endAl, gyrA96,
thi-1, relA1, deoR. Bezogen von Invitrogen, Groningen, Niederlande.

2.7.1.2 Medien und Zusitze fiir die Bakterienkultur

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium) 1 % (w/v) Bacto-Trypton

0,5 % (w/v) Bacto-Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl

pH 7,5
LB-Platten 98,5 % (v/v) LB-Medium

1,5 % (w/v) Bacto-Agar
LB-Glucose-Medium 20 mM D-Glucose in LB-Medium
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Bacto-Trypton

Bacto-Hefeextrakt

2.7.2 Kultur von Hefen

2.7.2.1 Hefestamme

Difco, Hamburg

Difco, Hamburg

Tab 2.6 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Hefestimme.

Stamm

Beschreibung Referenz

Saccharomyces cerevisiae Dieser Stamm enthélt keine Hefevektoren und auch keine Dr. M. Miiller, DKFZ

Stamm # 1699

Saccharomyces cerevisiae
Stamm # 1699-pD125

2um-Plasmide.

Heidelberg; Merck,

Genotyp: MAT a leu2-04 adel ura3 pep4::ura3 cir’ Rahway, NJ, USA
Dieser Stamm enthdlt das 2um-Konstrukt pD125 zur Dr. M. Miiller, DKFZ
Expression von HPV16 L1 und L2. Heidelberg;

Genotyp: MATa leu2-04 adel ura3 pep4::ura3 cir’ Rossi et al., 2000

2.7.2.2 Medien und Zusitze fiir die Hefekultur

1 x URA-Medium

100 x Leucinlosung

100 x LEU -Medium

0,67 % (w/v) aminoséurefreie Yeast Nitrogen Base
40 mg/l Adenin

50 mg/l L-Tyrosin

2 % (w/v) Glucose

1,82 % (w/v) Sorbitol

10 g/l Leucin

2 g/l L-Arginin

1 g/l L-Histidin

6 g/l L-Isoleucin

4 g/l L-Lysin

1 g/l L-Methionin

6 g/l L-Phenylalanin
6 g/l L-Threonin

4 g/l L-Tryptophan
1,5 g/l L-Valin
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100 x Uracillésung

20 % Galaktoseldsung
40 % Glucoseldsung
Adeninlosung

LEU-URA-Selektionsmedium

Platten mit Selektionsmedium

YPD-Platten

YPD-Vollmedium

YPG-Vollmedium

Selected Peptone
Selected Yeast Extract
Yeast Nitrogen Base, aminosiurefrei

0,2 g/l Uracil
20 % (w/v) Galaktose

40 % (w/v) Glucose
100 mg/ml Adenin

99 % 1 x URA-Medium
1 % 100 x LEU-Medium

98 % Selektionsmedium
2 % (w/v) Bacto-Agar

98 % YPD-Vollmedium
2 % (w/v) Bacto-Agar

1 % (w/v) Selected Yeast Extract
2 % (w/v) Selected Peptone

mit HCI pH 5,8 einstellen

2 % Glucose

1 % (w/v) Selected Yeast Extract
2 % (w/v) Selected Peptone

mit HCI pH 5,8 einstellen

2 % Galaktose

Difco, Hamburg
Difco, Hamburg
Difco, Hamburg
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2.7.3 Kultur von Siuger- und Insektenzellen

2.7.3.1 Zelllinien

Tab 2.7 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien.

Bezeich- Organismus

nung

CVv1 Cercopithecus
aethiops

COS1  Cercopithecus
aethiops

COS7  Cercopithecus
aethiops

293 Homo sapiens

293T  Homo sapiens

HaSV  Homo sapiens

Sf9 Spodoptera
frugiperda

TN Trichoplusia ni

HIGH

five

Gewebe

Niere

Niere

Niere

Niere,
embryonal
Niere,
embryonal

Spalthaut

Eierstock

Beschreibung

Fibroblasten, SV40 T-Antigen
negativ

Fibroblasten, Parentalzelllinie
CVl1,

durch SV40 transformiert, T-
Antigen positiv

Adhirent, Fibroblasten,
Parentalzelllinie CV1, durch SV40
transformiert, T-Antigen positiv
Adhirent, epithelial, mit
Adenovirus 5 DNA transformiert
Adhirent, epithelial, mit
Adenovirus 5 DNA transformiert,
SV40 T-Antigen positiv
Keratinozyten, SV40 T-Antigen
positiv

Insektenzellen zur Amplifikation
von Baculovirus

Insektenzellen zur Expression von
VLPs nach Baculovirusinfektion

Kulturmedium

DMEM-
Komplettmedium
DMEM-
Komplettmedium

DMEM-
Komplettmedium

DMEM-
Komplettmedium
DMEM-
Komplettmedium

KGM-
Komplettmedium
TMN-FH-
Komplettmedium
Ex-cell 450-
Komplettmedium

Referenz

Gluzman,
1981
Gluzman,
1981

Gluzman,
1981

Graham
etal, 1977
DuBridge
etal., 1987

Fusenig
etal., 1987
Vaughn
etal, 1977
Invitrogen,
Karlsruhe

2.7.3.2 Medien, Reagenzien und Zusitze fiir die Kultivierung eukaryontischer Zellen

2.7.3.2.1 Allgemeine Kultur

100 x Antibiotic/Antimycotic

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

mit Glutamax-I
Ex-cell 450

Fetales Kélberserum (FCS)

Keratinozyten-Wachstums-Medium (KGM)

Penicillin/Streptomycin
SupplementMix fiir KGM

TMN-FH-Medium

Trypsin/EDTA-L6sung

GibcoBRL, Eggenstein

GibcoBRL, Eggenstein

GibcoBRL, Eggenstein
GibcoBRL, Eggenstein

Promocell, Heidelberg

GibcoBRL, Eggenstein
Promocell, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
0,25 % (w/v) Trypsin, | mM EDTA
GibcoBRL, Eggenstein
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Zelldissoziationspuffer

2.7.3.2.2 Spezielle Medien

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Das FCS wurde 30 min bei 56 °C erhitzt, um das Komplement zu inaktivieren.

Finfrier-Medium

DMEM-Komplettmedium

KGM-Komplettmedium

TNM-FH-Komplettmedium

Ex-cell-Komplettmedium

2.7.4 Baculovirusstocke

70 % (v/v) DMEM
20 % (v/v) FCS
10 % (v/v) DMSO

10 % (v/v) FCS
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
in DMEM

KGM
SupplementMix (mit
Wachstumsfaktoren und Antibiotika)

TMN-FH-Medium
10 % FCS
1 x Antibiotic/Antimycotic

Ex-cell 450
1 x Antibiotic/Antimycotic

Tab 2.8 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Baculovirusstocke.

Bezeichnung Expression von
A194 HPV16 L1
A273 HPV16 L2

Referenz

Dr. M. Miiller, DKFZ
Heidelberg
Dr. M. Miiller, DKFZ
Heidelberg

2.8 Nukleinsiuren

2.8.1 Triager-DNA

ssDNA aus Heringssperma

Promega, Mannheim
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2.8.2 Plasmide

Tab. 2.9 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid Bezugsquelle/Referenz

pCMVp N. Mossadegh, DKFZ Heidelberg, (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)

Der 7,2 kb umfassende Vektor mit Ampicillin-Resistenz dient der eukaryontischen Expression von -
Galaktosidase, reguliert durch den CMV IE-Promotor. Auflerdem ist die SV40 ori-Sequenz vorhanden. pPCMV 3
wurde bei der in vitro-Produktion von Pseudovirionen verwendet.

pD125 Dr. M. Miiller, DKFZ Heidelberg; Rossi et al., 2000

Das 15 kb groBle Verpackungsplasmid pD125 enthilt die Kapsidgene HPV16 L1 und L2, reguliert durch einen
bidirektionalen Galaktose-induzierbaren Hefepromotor (gal/i/10), sowie den starken Selektionsmarker leu2-d,
der neben der Leucinauxotrophie auch Elemente fiir die 2um-Replikation von Hefevektoren mit 2um-ori-
Sequenz in trans kodiert.

pEGFP-C3 Dr. M. Miiller, DKFZ Heidelberg, (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)
Dieser bei der in vitro-Produktion von Pseudovirionen verwendete eukaryontische Expressionsvektor von 4,7
kb enthilt die SV40 ori-Sequenz. Er trdgt neben dem Kanamycin-Resistenzgen ein durch den CMV IE-
Promotor reguliertes EGFP-Gen, an das C-terminal vor dem Stopkodon eine multiple Klonierungssequenz von
81 bp angeschlossen ist, wodurch 26 zusitzliche Aminosduren am C-Terminus exprimiert werden.

pGEM-RECI1-IRES Dr. M. Miiller, DKFZ Heidelberg
Dieses 7,8 kb grofle Plasmid enthilt die EGFP-Sequenz und wurde als Grofenreferenz in EGFP-Southern-Blots
verwendet.

pYES2*-VP22-E7,4) Dr. M. Miiller, DKFZ Heidelberg

Bei diesem Hefe-Bakterien-Shuttle-Vektor handelt es sich um ein von Herrn Tarek El Hindi, DKFZ Heidelberg,
hergestelltes Konstrukt von 9,7 kb, das als Zielplasmid mit E7,4 als Reportergen bei der
Pseudovirionenproduktion in Hefe dienen sollte. Das Plasmid wurde als Ausgangsvektor zur Herstellung eines
Zielplasmids mit EGFP als Reportergen verwendet. Es kodiert fiir den Hefe-Selektionsmarker ura3 und das
Ampicillin-Resistenzgen, wobei sdmtliche Elemente, die fiir eine Amplifikation in Bakterien nétig sind, auf
einem 1,9 kb langen, beiderseits von Swal-Schnittstellen flankierten Bereich zu finden sind. Zusétzlich enthélt
das Plasmid das HPV16 URR-Element und das HPV16 E2-Gen, die als Verpackungselemente die Effizienz der
DNA-Enkapsidierung erhéhen sollen.
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2.8.3 Oligonukleotidprimer

Tab. 2.10 Liste aller in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer.

Primer

Hexanukleotidprimer

Zum Nachweis der gesamten EGFP-
Sequenz.

Zum Nachweis von EGFP.

Zum Nachweis von L1.

Zum Nachweis von der Deletion der
Sequenz mit bakteriellen Elementen im
Zielplasmid.

Zum Nachweis von der Deletion des
ura3-Promotor-Elements im
Zielplasmid.

Zum Nachweis von rezirkularisiertem
pEGFP-C3.

Primer zum Einfiigen von EGFP in das
Zielplasmid. Restriktionsschnittstellen
(der Reihe nach: Notl, EcoRV, AfIII)
sind farbig gekennzeichet.

Primer zur homologen Rekombination
des Zielplasmids (zur
Rezirkularisierung) bei der Hefe-
Transformation. Swal-Schnittstellen
sind rot gekennzeichnet.

Sequenz

Zufillige Sequenz

Vorwirts: 5'-ATG GTG AGC AAG GGC GAG GAG-3’
Riickwirts: 5°-CTT GTA CAG CTC GTC CAT GCC-3’

Vorwirts: 5'-GCA AGC TGA CCC TGA AGT TC-3'
Riickwirts: 5°-TGA AGT CGA TGC CCT CCT TCA G-3°

Vorwirts: 5'-AAT CCA GGT GAT TGT CCA CC-3’
Riickwirts: 5°-AAG CTG TCG CCA TAT GGT TC-3’

Vorwirts:
Riickwirts: 5'-TCA CGC TTA CAT TCA CGC CCT C-3°

Vorwirts: 5'-GTT ACA CAT TTA CAA GCA AC-3’
Riickwirts: 5°-ACA TGA TTT ATC TTC GTT TC-3’

Vorwirts: 5'-CCC TGA ACC TGA AAC-3’
Riickwirts: 5°-GAA CAA CAC TCA ACC-3°

5'-TTT TGC GGC CGC CAC CAT GGT GAG
CAA-3

Riickwirts: 5°-TTT GAT ATC CTT AAG TCT ATT CTT
TTG ATT TAT AAG GGA TTT TG-3

Vorwirts:

5'-TCA GTT ATT ACC CGG GAT TTA AAT
CCC GGG CCG CAAATT A-3

Riickwirts: 5°-TAA TTT GCG GCC CGG GAT TTA AAT
CCC GGG TAA TAA CTG A-3°

Vorwirts:

5'-CGT TAC AGA AAA GCA GGC TGG G-3°

Tannealing

67 °C

55°C

60 °C

52°C

39°C

60 °C

60 °C

Alle Primer wurden im Labor Dr. A. Hunziker, Olinukleotid/DNA-Sequenzierung, DKFZ

Heidelberg, synthetisiert.

2.9 Saulen und Fiillmaterial

1 ml HiTrap-Heparinsdule
Sephadex® G-50

2.10 Gerite und Anlagen

2.10.1 Zentrifugen und Zubehor

Biofuge B
Eppendorf-Zentrifuge 5417R
Minifuge RF, Megafuge 1,0

Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed

Centrifuge

Sigma, Deisenhofen

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

Heraeus Christ, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Heraeus Sepatech, Hanau
DuPont, Bad Homburg
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Sorvall® Discovery 90 SE Ultrazentrifuge
Rotor 70.1 Ti

Rotor F-28/50

Rotor SLA-3000

Rotor SW 28

Rotor SW 41

2.10.2 Sonstige Geriite

Analysenwaage 2002 MPI
Bakterienschiittler, Typ SM 25
Bakterienschiittler, Typ TR 125
Bead-Beater

Brutschrank fiir die Hefezellkultur
Brutschrank fiir die Sdugerzellkultur
Brutschrank fiir die Insektenzellkultur
Dot-Blot-Apparatur
Durchflusszytometer FACSsort
Eismaschine AF-3

Elektronenmikroskop EM 10
Elektrophoresekammern fiir Agarosegele
Elektrophoresekammern fiir Proteingele
Elektroporationsgerét Capacitance Extender
und Pulse Controller

ELISA-Lesegerit Titertek Multiskan MKII
Fluoreszenzmikroskop Leica DFC 350F
Fraktionssammler

French Press

Geigerzdhler

Gelkamera, Computer und Monitor
Geltrockner Modell 583

Gilson-Pipetten, 10 ul, 20ul, 200ul und 1000 pl

Gradientenmischer
Haubeninkubator
HPLC-Anlage P-500
HPLC-Fraktionssammler

Konfokal-Fluoreszenzmikroskop Leica TCS SP

Kiihl- und Gefrierschranke

Laborwaage

Lichtmikroskop

Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 1600
CA

DuPont, Bad Homburg
Beckman, Miinchen
DuPont, Bad Homburg
DuPont, Bad Homburg
Beckman, Miinchen
Beckman, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Edmund Biihler, Tiibingen

Infors, Bottmingen, Schweiz

Roth, Karlsruhe

WTC Binder, Tuttlingen

Forma Scientific, Marietta, OH, USA
New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA
Schleicher & Schuell, Dassel

Becton Dickinson, Heidelberg
Scotsman, Glasgow, Schottland
Zeiss, Oberkochen

Renner, Darmstadt

CTI, Idstein

Bio-Rad, Miinchen

Labsystems, Turku, Finnland

Leitz, Wetzlar

DKFZ, Heidelberg

Avestin, Ottawa, Kanada

Berthold, Wildbach

Herolab, Wiesloch

Bio-Rad, Miinchen

Gilson, Abimed, Langenfeld

DKFZ, Heidelberg

Infors, Einsbach

Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Leitz, Wetzlar

Liebherr, Ochsenhausen

Forma Scientific, Marietta, OH, USA
Sartorius, Gottingen

Leitz, Wetzlar

Canberrra-Packard, Frankfurt am Main
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Material

Magnetriihrer, heizbar, RET
Mikrowelle Mikromat
Multikanalpipette
Neubauer-Zdhlkammer
Peristaltik-Pumpe P-1
pH-Meter InoLab pH Level 1

Pipetboy acu

Refraktometer

Schweif3gerit fiir Re-Seal-Rohrchen
Semi-Dry Transfer Cell Blot-Apparat
Spannungsgerit PHEROstab 500
Spektrophotometer U-1100

Sterile Werkbank Biogard Hood
Stickstofftank

Thermocycler PCR-Maschine
Thermomix 1460 Wasserbad
Thermomixer 5436

Thermoriihrer IKA-COMBIMA RET
Ultraschallgerét Sonifier B-12
UV-Leuchttisch, 366 nm
UV-Leuchttisch, 254 nm
UV-Stratalinker™ 2400
Vortex-Gerdt REAX 2000
Wiarmerollerschrank

Wasserbad Typ 3047

Wippe Tecnomara Rockomat

2.11 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Beschichtete Objekttrager

Deckglédschen

Dialyseklemmen

Dialysemembran Typ VS, 0,025 pm
Dialyseschlauch

FEinmalschutzhandschuhe Meditrade Gentle Skin

Elektroporationskiivetten 0,2 cm
ELISA-96-Loch-Platten
Eppendorf-Réhrchen, 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml
Filmkassette Kodak X-Omatic Cassette und
Rontgenfilme, Kodak X Omat Blue XB-1
Frischhaltefolie

Janke&Kunkel, Staufen

AEG, Niirnberg

Abimed, Langenfeld

Karl Hecht Assistent, Sondheim/Rhon
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Wissenschaftlich Technische Werkstatten,
Weilheim

Integra Biosciences, Fernwald
Schmidt-Haenisch, Berlin

Beckman, Miinchen

CTI, Idstein

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Hitachi, Tokyo, Japan

Baker Company, Sanford, Maine, USA

Union Carbide, South Charleston, WV, USA

Landgraf, Langenhagen
Braun, Melsungen
Eppendorf, Hamburg

Janke & Kunkel, Staufen
Branson, Danburry, CT, USA
Vetter, Wiesloch

Konrad Benda, Wiesloch
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Heidolph, Rust

Bachhofer, Reutlingen
Kottermann, Hanigsen
Tecnomara, Ziirich, Schweiz

Paul Marienfeld Superior, Lauda-
Konigshofen

Menzel-Gléser, Braunschweig

Roth, Karlsruhe

Millipore, Eschborn

Roth, Karlsruhe

Meditrade, Baxter, Thetford, England
Invitrogen, Groningen, Niederlande
Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Eastman Kodak/NEN™ Life Science
Products, Kdln

Toppits, Minden



Material

Geltrocken-Folie

Glaskolben 25 ml-3 1

Glaskugeln 0,5 mm

Glaswannen

Kaniilen und Plastikspritzen
Klebeband
Kryokonservierungs-Rohrchen, 2 ml
Micronic Polypropylen-Réhrchen 1,4 ml
Nescofilm

Objekttrager

Petrischalen fiir Bakterien und Hefen
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft
Plastikkiivetten

Plastikrohrchen, 15 ml, 50 ml

Protran® Nitrocellulose-Membran
GeneScreen Plus® (Nylon-Membran)
Quartzkiivetten

Sterilfilter, 0,2 um

Whatman 3 MM-Papier
Zellkultur-6-Loch-Platten
Zellkulturflaschen 175 em?, 80 em’, 25 em’
Zentrifugenréhrchen fiir 70.1 Ti
Re-Seal Polyallomer 16 x 76 mm
Zentrifugenrohrchen fiir SW 28

PA, thinwall, 38,5 ml
Zentrifugenrohrchen fiir SW 41

PA, thinwall, 14 ml

Promega, Mannheim

Fisher Scientific, Loughborough, England
Biospec Products, Bartlesville, OK, USA
Karl Hecht Assistent, Sondheim/Rhon
Becton Dickinson, Heidelberg

Tesa, Beiersdorf

Nalgene, Rochester, NY, USA
Integra Biosciences, Fernwald
Nippon Shoji Kaisha, Osaka, Japan
Langenbrinck, Emmendingen
Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

AGS, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Sarstedt, Niimbrecht

Greiner, Frickenhausen

Schleicher & Schuell, Dassel

NENT™ Life Science Products, Koln
Neolab, Heidelberg

MembraPure, Bodenheim

Schleicher & Schiill, Dassel

Costar, Bodenheim

Greiner, Frickenhausen

SCI Science Services, Miinchen

Herolab, iiber Konrad Beranek, Weinheim

Herolab, iiber Konrad Beranek, Weinheim
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3 Methoden

3.1 Allgemeine molekular- und mikrobiologische Arbeiten
3.1.1 DNA-Gelelektrophorese in Agarosegelen

Anhand der horizontalen Agarosegel-Elektrophorese lassen sich Nukleinsduren zwischen 0,1
kb und 60 kb ihrer Grofe nach auftrennen. Der interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid
macht die einzelnen Banden unter UV-Bestrahlung sichtbar. Aus priparativen Gelen kann
dann ein gewiinschtes Fragment ausgeschnitten werden, wihrend das Bandenmuster
analytischer Gele neben der Konzentrations- und Qualititsabschitzung auch dazu dient,
Aufschluss iiber das Gelingen z.B. eines Restriktionsverdaus, einer Ligation oder einer
Polymerase-Ketten-Reaktion zu geben. Die Agarosekonzentration richtete sich nach der
GroBe der aufzutrennenden DNA und reichte von 0,5 % (Fragmente von 1-30 kb) bis 2 %
(Fragmente von 0,05-2 kb). Hauptsidchlich wurden 1 % Agarosegele (besonders gut fiir
Fragmente von 0,5-10 kb geeignet) benutzt.

Fiir das Gief3en eines Gels wurde die entsprechende Menge Agarose mit 1 x Elektrophorese-
Puffer im Mikrowellengerdt durch Aufkochen vollstindig aufgelost. Danach wurde die
Losung mit H,O bidest wieder auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt und nach dem
Abkiihlen auf etwa 60 °C Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 1 pg/ml
zugegeben. AnschlieBend wurde die Agarose in einen mit Klebeband abgedichteten und
einem Kamm versehenen Gelschlitten eingegossen. Nach Erstarren des Gels nach 30-60 min
wurde es in eine mit 1 x Elektrophorese-Puffer gefiillte Laufapparatur iiberfiihrt und konnte
nun nach Entfernen des Kamms mit Proben beladen werden. Diese wurden zuvor im
Verhiltnis 5:1 mit 6 x Ladepuffer gemischt. Als GroBen- und Konzentrationsreferenz diente
der DNA-Léngenmarker SmartLadder von Eurogentec. In Abhédngigkeit von den
FragmentgroBBen und der Agarose-Konzentration fand die Elektrophorese bei 50-90 V fiir 40
min bis 5 h statt. Analytische Gele wurden unter kurzwelligem UV-Licht (254 nm) betrachtet
und fotografiert, wihrend bei praparativen Gelen zuvor unter langwelligem UV-Licht (366
nm) ziigig die DNA-Banden ausgeschnitten wurden, um durch UV-Strahlung induzierte
Mutationen zu vermeiden.

3.1.2 Restriktionsverdau von DNA

Alle Restriktionsenzyme und die dazugehorigen Reaktionspuffer stammten von MBI
Fermentas sowie von NEB Biolabs und wurden entsprechend den zugehorigen Angaben
verwendet, um zirkuldres Plasmid zu linearisieren, Mini- und Maxiprdparations-DNA zu
analysieren und um passende Fragmente beim Klonieren oder fiir Hybridisierungssonden zu
erhalten.

Fiir eine analytische Restriktionsspaltung wurden 0,5-1 pug DNA in einem Reaktionsansatz
mit einem Endvolumen von 10 pl fiir 1-2 h verdaut. Pufferbedingungen und Temperatur
(meist 37 °C) richteten sich nach den Empfehlungen des Herstellers. Unter optimalen
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Bedingungen katalysiert 1 U (internationale Enzymeinheit unit) Enzym in 1 h die Spaltung
von 1 pg DNA mit einer Schnittstelle. Die Restriktionsendonukleasen wurden jedoch stets im
Uberschuss eingesetzt. Weil die im Aufbewahrungspuffer mit 50 % Glycerin geldsten
Enzyme bei Glycerinkonzentrationen unter 10 % eine optimale Aktivitit aufweisen, wurden
nie mehr als 1/5 des Ansatzvolumens eingesetzt, standardmaBig 10-20 U.

Bei einem préparativen Restriktionsverdau wurden 10-50 pg DNA in einem 100 pl-Ansatz
mit entsprechend mehr Enzym (siehe Tab. 3.1) unter den gleichen Bedingungen inkubiert.

Tab. 3.1 Pipettierschema.

10 pl-Ansatz fiir eine analytische Spaltung 100 pl-Ansatz fiir eine priparative Spaltung
0,5-1 pg DNA 10-50 pg DNA
1-2 ul 10 x Reaktionspuffer 10-20 pl 10 x Reaktionspuffer
1 pl Restriktionsenzym 1 (10-20 U) 2,5-10 pl Restriktionsenzym 1 (50-100 U)
1 pl Restriktionsenzym 2 (10-20 U) 2,5-10 pl Restriktionsenzym 2 (50-100 U)
ad 10 ul H,O bidest ad 100 pl H,O bidest

Durch die anschlieBende Zugabe von 1/5 Volumen 6 x Ladepuffer vor dem Auftragen auf ein
Agarosegel wurde die Enzymreaktion gestoppt.

3.1.3 Herstellung von glatten Enden mit T4-DNA-Polymerase

Um nach einem Restiktionsverdau iiberhdngende Enden in glatte Enden fiir weitere
Klonierungsschritte umzuwandeln, wurde die T4-DNA-Polymerase (NEBiolabs), die sowohl

eine Polymerase-Aktivitét als auch eine 3'—5’-Exonuklease-Aktivitdt aufweist, verwendet.

Tab. 3.2 Pipettierschema.
50 pl-Ansatz
2 ng Vektor-DNA
2,5 pl 1mg/ml BSA
5 ul 10 x Reaktionspuffer
2 ul dNTPs (je 2,5 mM)
1 pl T4-DNA-Polymerase I (5 U/ul)
ad 50 ul H,O bidest

Der Ansatz wurde 20 min bei 11 °C inkubiert und durch die Zugabe von 2 pul EDTA-Ldsung
inaktiviert.

3.1.4 Relaxation von superhelikaler Plasmid-DNA mit DNA-Topoisomerase I

DNA-Topoisomerase I (MBI Fermentas) aus Kilberthymus relaxiert ATP-unabhéngig tliber
eine voriibergehende Spaltung einer der beiden DNA-Strange sowohl positiv als auch negativ
superhelikale Strukturen in zirkuldrer DNA. Der Ansatz wurde nach dem folgenden Schema
zusammenpipettiert und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Tab. 3.3 Pipettierschema.
100 pl-Ansatz
100 pg Vektor-DNA
10 pl 1 mg/ml BSA
10 pl 10 x Reaktionspuffer
5 ul DNA-Topoisomerase I (10 U/ul)
ad 100 pl H,O bidest

3.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion, abgekiirzt PCR (polymerase chain reaction) dient der
Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. In mehreren Zyklen folgt auf eine
Hitzedenaturierung die Hybridisierung eines spezifischen Oligonukleotidprimer-Paars an
komplementdre Sequenzen der Ausgangs- oder Template-DNA (annealing) mit
anschlieBender DNA-Synthese (Kettenverldngerung) durch eine hitzestabile Polymerase.
Somit wird der Abschnitt zwischen Vorwirts- und Riickprimer vervielfdltigt. Die
verwendeten Oligonukleotide konnen neben den komplementiren Regionen zusétzlich
weitere Sequenzen wie Restriktionsschnittstellen enthalten, die dann auch das amplifizierte
Produkt flankieren. Auf diese Weise wurden mit der Pfu-DNA-Polymerase (Stratagene)
Insertsequenzen mit fiir die folgenden Klonierungsschritte passenden
Restriktionsschnittstellen hergestellt. Die analytische PCR mit Taqg-Polymerase (Promega)
diente als Nachweismethode fiir die spezifische Detektion geringer Mengen DNA.

Fiir die Modifikation von Insertfragmenten wurde nach folgendem Schema ein 100 pl-Ansatz

pipettiert:
Tab. 3.4 Pipettierschema fiir eine priparative PCR. Tab. 3.5 Pipettierschema fiir eine analytische PCR.
100 pl-PCR-Ansatz 50 pl-PCR-Ansatz
100 ng Ausgangs-DNA 1 pl Ausgangs-DNA
250 ng Vorwértsprimer 250 ng Vorwértsprimer
250 ng Riickprimer 250 ng Riickprimer
8 ul 0,1 x dNTPs (je 2,5 mM) 5 ul 0,1 x dNTPs (je 2,5 mM)
10 ul 10 x Reaktionspuffer 5 ul 10 x Reaktionspuffer
0,5 pl Pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/ul) 0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (2,5 U/ul)
3 ul 25 mM MgCl,
ad 100 pl H,O bidest ad 100 pl H,O bidest

Die Ansitze wurden gemischt, mit 200 pl Mineraldl {iberschichtet und einem der folgenden
PCR-Programme unterzogen:
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Tab. 3.6 PCR-Programm fiir die Amplifikation mit Pfu-Polymerase.

Funktion Bedingungen Anzahl der Zyklen
Denaturierung 4 min bei 94 °C 1x
Denaturierung 1 min bei 94 °C
Hybridisierung 2 min bei 58 °C 30 x

Synthese 3 min bei 72 °C
Denaturierung 1 min bei 94 °C
Hybridisierung 2 min bei 58 °C 1x

Synthese 10 min bei 72 °C
Aufbewahrung tiber Nacht 4 °C 1x

Tab. 3.7 PCR-Programm fiir die Amplifikation mit Taq-Polymerase.

Funktion Bedingungen Anzahl der Zyklen
Denaturierung 3 min bei 94 °C Ix
Denaturierung 30 s bei 94 °C
Hybridisierung 30 s bei Tanneating* 35x

Synthese 30 s bei 72 °C
Denaturierung 30 s bei 94 °C
Hybridisierung 30 s bei Tannealing* 1 x

Synthese 10 min bei 72 °C
Aufbewahrung iiber Nacht 4 °C I x

* Tanncaling = Optimale Hybridisierungstemperatur (siche Tab. 2.10)

Nach Ablauf des Programms und Abtrennen des Mineral6ls konnten die PCR-Produkte durch
eine elektrophoretische Auftrennung detektiert und eventuell durch eine anschlieende
Elution aus dem Agarosegel isoliert und aufgereinigt werden.

3.1.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Unter langwelligem UV-Licht (366 nm) wurden die gewiinschten Banden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und gewogen. Mit Hilfe des QIAEX® II Gel Extraction Kits wurde nun die
Agarose aufgeschmolzen und die DNA durch eine reversible, von Ionenstirke und pH-Wert
abhingige Bindung an Silica-Gel-Partikel isoliert.

Zunichst wurde je nach Grofenordnung des DNA-Fragments eine zu der Masse des
Gelstiicks proportionale Menge des QX1-Puffers eingesetzt. Das Gelstiick wurde zusammen
mit dem Puffer und einem von der DNA-Menge abhingigen Volumen QIAEX® II-Partikeln
fiir 10 min bei 50 °C inkubiert, wobei letztere alle 2 min durch Vortexen in Suspension
gehalten wurden.
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Tab. 3.8 Bestimmung des bendtigten Volumens an QX1-Puffer.

Fragmentgrofie [kb] QX1-Puffer/100 mg Gel [ul]
<0,1 600
0,1-4 300
>4 300, zusétzlich 200 pl H,O bidest/100 mg Gel

Tab. 3.9 Bestimmung des bendtigten Volumens QIAEX® I1.

DNA-Menge [pg] Volumen QIAEX® II [pd]
<2 10
2-10 30

fiir jede weitere 10 je zusitzlich 30

Anschliefend wurden die Partikel mit der adsorbierten DNA durch eine Zentrifugation von 1
min bei 14 000 rpm (Rotationen per Minute) in der Eppendorfzentrifuge sedimentiert, einmal
mit 500 pl QX1-Puffer und zweimal mit 500 pl PE-Puffer gewaschen und an der Luft
getrocknet. Um die jetzt von Agarose, Ethidiumbromid und anderen Salzen befreite DNA zu
eluieren, wurden die Partikel erst mit 20 pl H,O bidest inkubiert und gevortext.
Inkubationszeit und Temperatur wurden durch die Fragmentgrof3e bedingt:

Tab. 3.10 Inkubationsbedingungen bei der Elution.

Fragmentgrofle [kb] Inkubationszeit [min] Inkubationstemperatur [°C]
<4 5 Raumtemperatur
4-10 5 50
> 10 10 50

Durch Zentrifugation fiir 1 min bei 14 000 rpm wurde der DNA-haltige Uberstand von den
Partikeln abgetrennt und konnte in ein neues Eppendorfgefdl iiberfiihrt werden. Zur
Erhohung der Ausbeute wurde der Elutionsschritt wiederholt. Im Agarosegel wurde die DNA-
Konzentration des Eluats abgeschétzt.

3.1.7 Ligation

Zur Verkniipfung von Restriktionsfragmenten bei der Herstellung neuer Plasmidkonstrukte
wurde das Enzym T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas verwendet.

In einem 10 pl-Ansatz wurden Vektor und Insert im Verhéltnis 1:3 eingesetzt. Die Reaktion
verlief iiber Nacht bei 16 °C. Bevor mit 1-2 ul der Ligation Bakterien transformiert wurden,
wurden 2 pl des Ansatzes auf einem Kontrollgel iiberpriift.

Tab. 3.11 Pipettierschema.
10 pl-Ligationsansatz
10-35 ng Vektor-DNA
30-100 ng Insert-DNA

1 pl 10 x Reaktionspuffer

1 ul T4-DNA-Ligase (1 U/ul)

ad 10 pl H,O bidest
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3.1.8 Aufreinigung von Nukleinsiuren durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit Hilfe der Phenol-Chloroform-Extraktion kann eine Nukleinsdurelosung von Proteinen
und Lipiden gereinigt werden. Dazu wird die wissrige Nukleinsdureldsung in einem
Mindestvolumen von 100 pl mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
durch Schiitteln oder Vortexen gemischt. Bei einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 14 000
rpm in der Eppendorfzentrifuge trennt sich die obere, wéssrige Phase mit den geldsten
Nukleinsduren von der organischen Phase, in der sich wie auch an der Grenzschicht die
denaturierten Proteine befinden. Dieser Schritt kann mehrmals mit dem wissrigen Uberstand
wiederholt werden. AbschlieBend wird dieser durch Mischen mit Chloroform/Isoamylalkohol
und erneutem Trennen durch Zentrifugation von Phenol-Resten befreit. Um diese
Verunreinigungen vollstindig zu entfernen und die Nukleinsdurelosung aufzukonzentrieren,
kann im Anschluss eine Ethanolprizipitation ausgefiihrt werden.

3.1.9 Prazipitation von Nukleinsiuren

Durch die Inkubation bei -20 °C iiber Nacht nach Mischen mit dem 0,1fachen Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,3) und dem 2,5fachen Volumen 100 % FEthanol wurden die
Nukleinsduren geféllt und konnten durch 15 min Zentrifugation bei 14 000 rpm und 4 °C in
der Eppendorfzentrifuge sedimentiert werden. Alternativ konnte diese Zentrifugation nach
Zugabe des 0,7fachen Volumens raumtemperierten Isopropanols und ohne eine vorherige
Inkubation geschehen. Diese Methode bietet sich bei groBeren Volumina an, bringt aber eine
ineffizientere Fillung kleinerer Fragmente mit sich. Das Sediment wurde mit 70 % Ethanol
gewaschen, nochmals 5 min lang bei 14 000 rpm und 4 °C zentrifugiert, luftgetrocknet und in
einem passenden Volumen H,O bidest oder 1 x TE-Puffer aufgenommen.

3.1.10 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Durch die spektrophotometrische Messung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280
nm Wellenldnge konnen Konzentration und Reinheitsgrad einer DNA-LOsung ermittelt
werden. Eine verlédssliche Beziehung zwischen ODys) nm und Konzentration erhilt man im
Bereich einer Extinktion von 0,1-1,0.

In einer Quarzkiivette wurde eine 1:50 oder 1:100 Verdiinnung der DNA-L&sung in H,O
bidest vermessen. Als Referenz wurde die Extinktion des Losungsmittels ermittelt und von
den iibrigen Werten subtrahiert. Die Konzentration aus der ODjsp nm erhdlt man durch
Multiplikation mit dem Konversionsfaktor 50 pg/ml und dem Verdiinnungsfaktor:

Konzentration = ODj60 nm x 50 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

Fiir Einzelstrang-DNA und RNA gilt der Konversionsfaktor 40 pg/ml, fiir Oligonukleotide
etwa 20 pg/ml. Durch die Berechnung des Quotienten ODj6p nm/OD2go nm, der im Bereich
zwischen 1,8 und 2,1 liegen sollte, iiberpriift man die Reinheit der DNA-LOsung.

45



Proteinverunreinigungen verursachen niedrigere Werte, wihrend Werte tber 2,2 auf
Phenolriickstande hinweisen konnen.

3.1.11 Random Prime-Methode zur Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde

Die Methode beruht darauf, dass Hexanukleotide aus dem Oligo-Markierungspuffer als
statistisch zufillige Primer (random primers) dienen, die an komplementéiren Sequenzen die
denaturierte DNA binden und dem Klenow-Fragment der T4-DNA-Polymerase die DNA-

Synthese der Sonde unter Einbau der o’*P-markierten Radionukleotide ermdglichen.

Von der Ausgangs-DNA wurden 40 ng mit H,O bidest auf ein Volumen von 11,5 pul gebracht
und 5 min bei 95 °C denaturiert. Danach wurde die Probe kurz auf Eis gekiihlt und 4 pl 5 x
Oligo-Markierungspuffer, 1 pul 2 % BSA-Losung, 1 pl Klenow-DNA-Polymerase (5 U/ul)
von NEB und 2,5 pl o’’P-dCTP (25 uCi) hinzupipettiert. Wéhrend der Inkubation bei
Raumtemperatur tiber Nacht fand die Synthese der Sonde statt, die dann durch Zugabe von 20
ul 2 x TNE-Farbpuffer gestoppt wurde. Mit Hilfe einer Sephadex G 50-Séule, die zuvor mit
mindestens 5 ml Laufpuffer gewaschen wurde, wurde die markierte Sonde von freien
Nukleotiden befreit. Dazu wurde der Ansatz auf die Sdule aufgetragen und durch Zugabe von
Laufpuffer chromatographisch aufgetrennt. Die radioaktiv markierte Fraktion wurde mit
einem Zéhlrohr beim Lauf verfolgt und separat aufgefangen. Zur Bestimmung der Aktivitit
wurden 2 pl der Sonde im Szintillationszdhler als Cerenkov-Counts vermessen, wobei der
Wert noch mit dem Faktor 3/2 multipliziert wurde, um die Anzahl der Zerfille pro Minute
(counts per minute, cpm) bezogen auf 1 ul Sonde zu erhalten.

3.1.12 DNA-Transfer durch Southern-Blot

Vor dem Transfer wurde die GeneScreen Plus®-Nylonmembran 5 min in H,O bidest benetzt
und anschlieBend 5 min in Denaturierungspuffer &dquilibriert. Das fertig aufgetrennte
Agarosegel wurde ebenfalls in Denaturierungspuffer 15 min lang geschwenkt, damit die DNA
in Einzelstrangform vorlag. Der Blot wurde dann nach dem Schema in Abb. 3.1 aufgebaut,
wobei einzelne Schichten mit einer Pipette geglattet wurden, um den Einschluss von
Luftblasen zu vermeiden.

Gewicht

I ] Plexiglasplatte

Frischhaltefolie ~_/ 1 7\ Agarosegel

I Nylonmembran

— Drei Lagen feuchtes 3 MM-Papier
Transfer =— Mit Denaturierungspuffer getrankte
—— Papiertiicher

Trockene Papiertiicher

H Wanne

Abb. 3.1 Schematischer Aufbau eines Southern-Blots.
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Mit Frischhaltefolie abgedichtet und mit einer Flasche beschwert, vollzog sich der Transfer
iiber Nacht. Am folgendem Tag wurde die Membran 5 min lang in Neutralisationspuffer
geschwenkt, auf 3 MM-Papier getrocknet und zweimal dem Auto-Crosslink-Programm eines
Bestrahlungsgerits ausgesetzt, um die DNA durch die kurzzeitige UV-Bestrahlung kovalent
an die Membran zu fixieren.

3.1.13 DNA-Dot-Blot

Mit einer Dot-Blot-Kammer konnte ebenfalls DNA auf eine GeneScreen Plus®-
Nylonmembran aufgebracht werden. Hierzu wurde die mit 20 x SSC benetzte Membran in die
Apparatur eingespannt und die Proben durch den Sog einer Wasserstrahlpumpe aufgedottet.
Um einzelstrdngige DNA fiir die folgende Hybridisierung zu erhalten, wurde die Membran
dreimal 5 min auf mit Denaturierungspuffer getranktes 3 MM-Papier gelegt, anschliefend
dreimal 5 min auf mit Neutralisierungspuffer getrdnktes 3 MM-Papier. Nach dem Trocknen
wurde die DNA durch zweimaliges Bestrahlen mit dem Auto-Crosslink-Programm an die
Membran fixiert.

3.1.14 Hybridisierung von DNA mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde

Um storende Hintergrundsignale zu vermeiden, fand eine Vorhybridisierung mit tRNA statt,
die unspezifische Bindestellen der Nylonmembran abdecken soll. Die Hybridisierung selbst
fand unter stringenten Bedingungen statt.

Fiir die Préhybridisierung wurden 10-20 ml Hybridisierungslosung frisch angesetzt, wobei
Formamid und tRNA zur Denaturierung erst 10 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden,
bevor die restlichen Komponenten beigefiigt wurden. In einer Glasrohre wurde die Membran
mit der fertigen Losung in einem Wiarmeschrank bei 42 °C erst 3 h lang ohne Sonde gedreht.
AnschlieBend wurde die radioaktiv markierte Sonde (3 x 10° cpm/ml Hybridisierungslésung)
dazupipettiert, und die Inkubation bei 42 °C iiber Nacht fortgesetzt. Die Membran wurde dann
dreimal 30 min lang bei 65 °C mit Waschlosung gewaschen, bevor sie auf 3 MM-Papier
abgetropft, in Klarsichtfolie verpackt und zur Exposition von Rontgenfilmen in eine
Filmkassette eingelegt wurde. In Abhéngigkeit von Signalstirke und Aktivitdt der Sonde
wurden die Filme einige Stunden bis einige Wochen lang bei —70 °C exponiert.

3.1.15 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

E. coli-Bakterien konnen entweder in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten bei 37 °C
kultiviert werden, bis die gewiinschte Bakteriendichte bzw. Koloniegrofe erreicht wird. Wenn
nur Bakterien, die ein bestimmtes Plasmid enthalten, vermehrt werden sollten, wurde durch
100 pug Ampicillin bzw. 20 pg/ml Kanamycin pro ml Fliissig- oder Agarose-Medium auf die
Priasenz des Resistenzgens selektioniert.

Das Anlegen von Bakterienkulturen und das Ausplattieren auf Agar geschah bei semisterilen
Bedingungen unter Nutzung eines Bunsenbrenners. Beim Ausplattieren einer
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Bakteriensuspension auf Agarplatten erhilt man Klone, die als distinkte Kolonien sichtbar
sind. Mit einer solchen Einzelkolonie oder aus einer Glycerinkultur wurden Fliissigkulturen
angeimpft, die der Amplifikation eines Klons dienten. Zur Aufbewahrung kann eine
Flissigkultur etwa drei Wochen bei 4 °C gelagert werden, mit Nescofilm abgedichtete
Agarplatten etwa vier Wochen. Fiir eine lidngerfristige Lagerung wurden Glycerinkulturen
angelegt, indem 1,7 ml einer 12-16 h alten Fliissigkultur mit 0,3 ml 86 %igem Glycerin in
einem Kryokonservierungsrohrchen gemischt, bei -70 °C eingefroren und permanent bei
dieser Temperatur aufbewahrt wurden.

3.1.16 Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Um effizient fremde DNA durch eine Elektroporation in E. coli-Bakterien einbringen zu
konnen, miissen diese zuvor transformationskompetent gemacht werden.

Hierzu wurden 500 ml LB-Medium mit 5 ml einer frischen E. coli-Ubernachtkultur angeimpft
und bei 37 °C mit 220 rpm geschiittelt, bis eine ODgy nm von 0,4-0,7 erreicht wurde. Nach 20
min Inkubation auf Eis wurde die Kultur 5 min lang bei 4000 rpm und 4 °C in der Sorvall-
Zentrifuge zentrifugiert. Danach wurde das Bakterienpellet in 500 ml kaltem 10 %igem
Glycerin resuspendiert, und die Inkubation auf Eis sowie die Zentrifugation wiederholt. Nach
Aufnahme in 50 ml kaltem 10 %igem Glycerin wurde das Sediment erneut auf Eis inkubiert
und zentrifugiert. SchlieBlich folgte die Resuspendierung der Bakterien in 2 ml kaltem 10
%igem Glycerin und das Lagern von 40 pl-Aliquots bei -70 °C bis zur Transformation.

3.1.17 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Bei diesem Verfahren wird eine Bakteriensuspension mit beigefiigter DNA kurzzeitig hohen
elektrischen Spannungsfeldern ausgesetzt. Durch die temporére Stérung der Membranstruktur
konnen einige DNA-Molekiile in die Bakterien gelangen.

Von auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli-Bakterien wurden 40 pl mit 1-2 pul DNA-
Losung in einer vorgekiihlten Elektroporationskiivette vorsichtig gemischt. Mit Hilfe eines
Elektroporationsgerits, bei dem die Parameter auf 2,5 kV, 25 uF und 200 Q2 eingestellt waren,
wurde ein Spannungspuls angelegt. Unmittelbar nach dem Impuls wurden die Bakterien mit 1
ml LB-Glucose-Medium aufgenommen, in ein Eppendorfgefal3 iiberfiihrt und fiir 30-60 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 200 pl der Bakteriensuspension in den
Verdiinnungen 1:2, 1:10 und 1:100 auf Antibiotikum-haltigen Agarplatten ausplattiert und bei
37 °C kultiviert, bis Einzelkolonien in geeigneter Gro3e gewachsen waren.

3.1.18 Plasmid-Minipriparation durch alkalische Lyse

Die mit diesem Verfahren der Schnellaufbereitung gewonnene Plasmid-DNA kann im
Restriktionsverdau analysiert und in Bakterien transformiert werden. Dabei ist eine Ausbeute
von bis zu 10 pg DNA moglich. Das Prinzip der alkalischen Lyse beruht darauf, dass erst ein
alkalischer Lysepuffer mit Hilfe von SDS die Zellmembranen lysiert und DNA und Proteine
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denaturiert. Die Lysedauer ist so gewdhlt, dass moglichst viele Plasmide, aber keine
genomische DNA freigesetzt werden. Darauthin bewirkt ein saurer Neutralisationspuffer mit
hoher Salzkonzentration das Ausfallen von SDS, was zur Bildung unléslicher Salz-Detergenz-
Komplexe zusammen mit Zelldebris, denaturierten Proteinen und denaturierter genomischer
DNA fiihrt. Dagegen konnen die kleineren, kovalent assoziierten Plasmidstringe wieder
renaturieren und bleiben in Lésung.

2 ml einer Ubernachtkultur in LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin bzw. 20 pg/ml
Kanamycin, die von einer Einzelkolonie stammte, wurden 5 min bei 5000 rpm in der
Heraeus-Zentrifuge zentrifugiert, um die Bakterien zu sedimentieren. Die Zellen wurden mit
100 pl Losung I vollstidndig resuspendiert, dann durch 10 min Inkubation auf Eis mit 200 pl
Losung II lysiert, und schlieBlich mit 150 pl Losung III zur Fillung von SDS, Protein und
genomischer DNA 10 min auf Eis inkubiert (zur Zusammensetzung der Losungen I-1II siehe
2.2.1). Danach wurde das Lysat 20 min lang in der Eppendorf-Zentrifuge bei 14 000 rpm und
4 °C zentrifugiert, und der Uberstand einer Phenol-Chloroform-Extraktion unterzogen. Durch
die Zugabe des 2,5fachen Volumens an 100 % Ethanol und 1/10 des Volumens an 3 M
Natriumacetat (pH 5,3) zur wiéssrigen Phase wurde die DNA iiber Nacht bei -20 °C gefillt.
Nach Sedimentation durch 15 min Zentrifugation bei 14 000 rpm und 4 °C wurde das Pellet
mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen, nochmals 5 min unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert und an der Luft getrocknet, bevor es in 20-50 pl H,O bidest aufgenommen
wurde. Um restliche RNA zu verdauen, wurden die Proben noch mit 5 pl RNase A-Ldsung (2
mg/ml) fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.1.19 Plasmid-Maxipriparation

Zur Gewinnung von reiner, fiir Zelltransfektionen geeigneter Plasmid-DNA in groferem
Malfstab wurde das Qiagen Plasmid Maxi Kit entsprechend den Anweisungen des Herstellers
genutzt. Auch hier wird ein modifiziertes Verfahren der alkalischen Lyse angewendet, gefolgt
von der Isolation von Plasmid-DNA durch seine von Salz- und pH-Wert-Bedingungen
abhédngigen Bindung an Anionen-Austausch-Séulen des Kits.

12-16 h vor der GroBaufarbeitung wurde eine 250 ml-Kultur (LB-Medium mit 100 pg/ml
Ampicillin bzw. 20 pg/ml Kanamycin) mit einer Einzelkolonie oder 10-20 pl aufgetauter
Glycerinkultur angeimpft und tiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm auf dem Schiittler inkubiert.
Die Bakterien wurden dann in der Sorvall-Zentrifuge 15 min lang bei 5000 rpm und 4 °C
abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet erst in 10 ml P1-Puffer
(mit 0,1 mg/ml RNase A) griindlich resuspendiert. Als nichstes erfolgte ein sanftes Mischen
mit 10 ml P2-Puffer und 5 min Lyse bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 10 ml kaltem P3-
Puffer fand eine Inkubation fiir 20 min auf Eis statt. Der Niederschlag wurde durch eine
Zentrifugation bei 13 000 rpm und 4 °C abgetrennt. Durch einen Faltenfilter wurde der
Uberstand auf eine zuvor mit 10 ml QBT-Puffer iquilibrierte Qiagen-tip 500-Siule
aufgetragen. Nachdem das Lysat die Sdule durchlaufen hatte, wurde zweimal mit 30 ml QC-
Puffer gewaschen. Mit 15 ml QF-Puffer wurde die DNA dann eluiert, durch Zugabe von 10,5
ml (dem 0,7fachen Volumen) raumtemperiertem Isopropanol gefdllt, und wihrend 30 min bei
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5000 rpm und 4 °C in einer Heraeus-Zentrifuge sedimentiert. AnschlieBend wurde das Pellet
mit 5 ml 70 % Ethanol gewaschen, wieder 15 min bei 5000 rpm und 4 °C zentrigugiert und
luftgetrocknet. In 200-500 pl H,O bidest aufgenommen, wurde per OD-Messung die
Konzentration und die Reinheit der DNA ermittelt und die Integritit des Plasmids mit einem
analytischem Restriktionsverdau iiberpriift.

3.2 Zellkultur-Arbeiten
3.2.1 Allgemeine Zellkultur-Methoden

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Arbeitsschritte an offenen eukaryontischen
Zellkulturen an einer sterilen Werkbank und unter Beachtung von VorsichtsmaB3nahmen (z.B.
das ausschlieBliche Verwenden steriler Losungen, Abflammen von Gefdlen wihrend des
Offnens und SchlieBens) durchgefiihrt.

Bei den genutzten Zelllinien handelte es sich um adhéirente Zellen, die mit entsprechendem
Kulturmedium (siehe Tab. 2.7) versorgt wurden. Sie wurden bei 37 °C und 95 %
Luftfeuchtigkeit in einer 5 % CO,-Atmosphdre im Inkubator kultiviert. Je nach Wachstum
wurden die Zellen alle zwei bis drei Tage subkultiviert. Dazu wurde das Medium
abgenommen, die Zellen wurden mit sterilem PBS-Puffer gewaschen und fiir 1-2 min mit
Trypsin/EDTA-L6sung bedeckt im Brutschrank inkubiert. Durch leichtes Klopfen wurden die
Zellen vom KulturgefiBboden mechanisch gelést und in 5-10 ml Komplettmedium
resuspendiert. Das gewlinschte Volumen Zellsuspension (Verdiinnung 1:5-1:20) wurde in
eine neue Schale liberfiihrt und mit Komplettmedium aufgefiillt.

3.2.2 Kryokonservierung von Zellen

Nach Erreichen von 70-80 %iger Konfluenz wurden die Zellen von einer T75-Flasche
abtrypsiniert. AnschlieBend erfolgte die Sedimentation in einer Heraeus-Zentrifuge (5 min bei
1200 rpm) und die Aufnahme der Zellen in 3 ml Einfrier-Medium (2.7.3.2.2). Nach
Verteilung der Zellsuspension auf drei Kryokonservierungs-Réhrchen wurden diese, mit einer
dicken Lage Papiertiichern verpackt, unter langsamem Abkiihlen bis auf -70 °C eingefroren.
Am folgenden Tag wurden die Rohrchen in Fliissigstickstoff umgelagert.

3.2.3 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Nach dem Auftauen in einem 37 °C-warmen Wasserbad wurden tropfenweise 10 ml
vorgewirmtes Komplettmedium zu den Zellen gegeben. Gleich darauf wurde 5 min bei 1200
rpm zentrifugiert, um die Zellen vom zytotoxischen DMSO zu trennen. SchlieSlich wurde das
Zellpellet vorsichtig in 10 ml vorgewdrmtem Komplettmedium aufgenommen, in eine
Kulturflasche tiberfiihrt und im Brutschrank kultiviert.
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3.2.4 Zellzahl- und Lebendzahlbestimmung

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer konnte die Zelldichte einer Zellsuspension bestimmt
werden. Um die Vitalitdt zu ermitteln, konnte die Zellsuspension vor dem Auszihlen in der
Kammer 1:2-1:10 mit Trypanblau-Losung verdiinnt werden. Dieser Farbstoff kann nur in
abgestorbene Zellen eindringen und sie anfiarben. Zundchst wurden die Zellen liber 16
Zihlquadranten gezéhlt, wobei der Wert zwischen 20 und 200 Zellen liegen sollte. Da diese
Anzahl einem Volumen von 0,1 pl entspricht, musste er noch mit dem Faktor 10* multipliziert
werden, um die Zellzahl pro ml Suspension zu erhalten. Insgesamt sollten mindestens 200-
300 Zellen gezdhlt werden.

3.2.5 Transfektion eukaryontischer Zellen

Zur Transfektion eukaryontischer Expressionsplasmide in Zellen wurde das Effectene
Transfection Kit von Qiagen entsprechend den Anweisungen des Herstellers verwendet.

Am Vortag wurden Zellen in 6-Loch-Platten so ausgesit, dass bei der Transfektion eine 40-80
%ige Konfluenz erreicht wurde (bei CV1- und COS1-Zellen 1-2%10°). Fiir die Transfektion
wurde 0,4 pg Plasmid-DNA mit 100 pul EC-Puffer und 3,2 pl Enhancer durch 1 s Vortexen
vermischt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur zur DNA-Kondensation wurde 10 pl
Effectene-Reagenz hinzugefiigt, 10 s gevortext und weitere 10 min zur Bildung der
kondensierten Lipid-DNA-Komplexe inkubiert. AnschlieBend wurde der Transfektionsmix
mit 0,6 ml Medium gemischt und gleichméBig iiber die zuvor mit PBS gewaschenen Zellen
getropft, die dann 48-72 h weiterkultiviert wurden.

3.3 Arbeiten mit Hefen
3.3.1 Aufbewahrung und Kultur von Hefen

Samtliche Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt, um Kontaminationen
mit Bakterien oder anderen Hefen zu vermeiden. Zur Kultivierung wurden die Hefestocke bei
30 °C Wachstumstemperatur in Fliissigmedium bis zum Erreichen der gewiinschten
Zelldichte geschiittelt oder auf Agarplatten zwei bis drei Tage kultiviert. Fiir mehrere Wochen
waren Kolonien auf Agarplatten bei 4 °C haltbar, wihrend zur lidngerfristigen Lagerung
Glycerinkulturen aus 2/3 Volumenanteil Fliissigkultur und 1/3 Volumenanteil 86 %igem
Glycerin bei —70 °C eingefroren wurden.

3.3.2 Bestimmung der Zelldichte

Zur Bestimmung der Dichte einer Fliissigkultur wurde im Spektrophotometer die Absorption
bei 600 nm Wellenldnge (ODgoo) bestimmt. Dafiir wurde die Kultur so verdiinnt, dass sich die
ODgoo nach Abzug des Blindwerts im Bereich von 0,1-1,0 befand, und durch folgende Formel
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die Zellkonzentration ermittelt:

Konzentration = ODggo nm X Verdiinnungsfaktor x 3 * 10’

3.3.3 Herstellung von kompetenten Hefezellen und Transformation mit Plasmid-DNA

Am Vortag wurde der Hefestock auf eine Vollmedium-Platte ausgestrichen und bei 30 °C
inkubiert. Die iiber Nacht gewachsenen Hefezellen wurden mit einer Impfose gesammelt und
in einem Eppendorf-Réhrchen mit 1 ml H,O bidest resuspendiert. Pro Transformationsansatz
wurden 50 pl der Kultur in Rohrchen aliquotiert und 10 s bei 6000 rpm in der
Eppendorfzentrifuge sedimentiert. Um die Hefezellen kompetent zu machen, wurden sie mit 1
ml 100 mM Lithiumacetatldsung 5 min bei 30 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden folgende Komponenten in der angegebenen Reihenfolge hinzupipettiert:

Tab. 3.12 Zu den Hefezellen hinzugefiigte Komponenten.

Transformationsansatz
1. 240 pl PEG-Losung
2. 100-2000 ng Plasmid ad 50 pl in H,O
3.36 ul 1 M Lithiumacetatlosung
4. 25 pl ssDNA-Losung (denaturiert)

Sollte in den Hefezellen eine homologe Rekombination zwischen einem linearen Plasmid und
einem Insert-Fragment mit iiberlappenden homologen Enden stattfinden, so wurden die
komplementéren Oligonukleotide zusammen 10 min bei 95 °C aufgekocht und iiber mehrere
Stunden langsam abgekiihlt, damit sich ein doppelstringiges Fragment bildete. In den
Transformationsansatz wurden dann zusétzlich zu dem linearen Plasmid 14 pug hybridisierter
Oligonukleotide hinzugefligt.

Danach wurde der Ansatz 1 min gevortext und 22 min bei 42 °C (Hitzeschock) inkubiert. Die
Hefen wurden erneut sedimentiert, in 300 pl H,O bidest aufgenommen und auf
Selektionsmedium ausplattiert. Nach zwei bis drei Tagen Kultivierung im 30 °C-Brutschrank
konnten Einzelkolonien gepickt werden.

3.3.4 DNA-Extraktion aus Hefezellen

Fir die DNA-Extraktion wurden 1,5 ml Hefekultur 30 s bei 6000 rpm in der
Eppendorfzentrifuge sedimentiert und in 200 pl TEM resuspendiert. Um die Chitinzellwand
zu verdauen, wurden die Zellen mit 7 pl Lyticase (5 pg/ml) 2,5 h bei 30 °C geschiittelt. Nach
Zugabe von 200 ul TCES folgte eine Inkubation von 30 min bei 65 °C. Danach wurden 100
pl Kaliumacetatlosung hinzugefiigt und das Lysat 45 min auf Eis gelagert. Durch eine
Zentrifugation bei 14 000 rpm in der Eppendorfzentrifuge wurden die Zelltrimmer vom
DNA-haltigen Uberstand getrennt. Dieser wurde anschlieBend einer Ethanolprizipitaion
unterzogen und in 10 pl TE-Puffer aufgenommen.
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3.3.5 Protein-Extraktion aus Hefezellen

3 ml einer Hefekultur wurden 2 min bei 8000 rpm in der Eppendorfzentrifuge sedimentiert.
Das Pellet wurde in 300 pl SDS-haltigem Hefe-Lysepuffer aufgenommen und 10 min bei 95
°C aufgekocht. Danach wurde der Zelldebris durch 15 min Zentrifugation bei 14 000 rpm und
4 °C in der Eppendorfzentrifuge abgetrennt.

3.3.6 Hefekultur zur Pseudovirionenproduktion

Um den Hefestock zu amplifizieren, wurden zundchst 25 ml Selektionsmedium mit
Glycerinkultur angeimpft und 48 h bei 30 °C und 130 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde
die Kultur in 400 ml glucosefreiem Vollmedium weitere 72 h kultiviert, wobei tédglich
Galaktose (Endkonzentration 2 %) hinzugefiigt wurde. Somit konnten die Hefezellen bei
hoher Zelldichte und unter optimalen Expressionsbedingungen Galaktose-induziert die
Kapsidproteine produzieren.

3.3.7 Aufarbeitung von Rohextrakten

Nach der fiinftdgigen Kultur wurden die Hefezellen 10 min bei 5000 rpm und 4 °C (Rotor
SLA-3000) abzentrifugiert. Die folgende Aufarbeitung fand im Kiihlraum bei 4 °C statt.
Hierfiir wurde das Sediment mit 10 ml HEPES-Puffer und 250 ml PMSF resuspendiert und
zusammen mit 15 ml Glaskugeln im Bead-Beater gemixt. Dabei wurden die Zellen zweimal
erst 1 min mechanisch aufgeschlossen und 2 min gekiihlt. Danach wurden Debris und
unaufgeschlossene Zellen durch 10 min Zentrifugation bei 10 000 rpm und 4 °C im Rotor
F28/50 vom Rohextrakt abgetrennt. Das Sediment wurde erneut in 10 ml HEPES
aufgenommen und der Aufschlussprozedur unterzogen, wobei beim ersten Durchgang 90 s
lang gemixt wurde. Der durch eine anschlieBende Zentrifugation geklirte Uberstand wurde
mit dem bereits gewonnenen Extrakt vereinigt und auf Eis maximal 14 Tage gelagert.

Tab. 3.13 Aufschlussprotokoll.

15 ml Hefesuspension

1 min bzw. 90 s Aufschluss im Mixer
2 min Inkubation auf Eis
1 min Aufschluss im Mixer
2 min Inkubation auf Eis

3.3.8 Hefe-Immunfluoreszenz

Aus einer Hefe-Ubernachtkultur wurde eine neue 10 ml-Kultur angeimpft und bei 30 °C etwa
3 h lang mit 130 rpm geschiittelt, bis eine ODgyp von 0,5 erreicht wurde. Zur Fixierung der
Zellen erfolgte dann eine Inkubation mit 1 ml 37 %igem Formaldehyd fiir 2 h bei
Raumtemperatur. Danach wurden die Zellen bei 1500 rpm in der Heraeus-Zentrifuge
pelletiert und zweimal mit PBS gewaschen, bevor sie in 0,5 ml Sphéroblastenpuffer
aufgenommen wurden. Die fixierten Hefen konnten bei 4 °C fiir einige Tage gelagert werden.
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200 pl der Zellen wurden dann mit 3,2 pl B-Mercaptoethanol und 15 pl Lyticase (5 pg/ml) fiir
30-90 min bei 30 °C inkubiert, bis zellwandlose Sphéroblasten vorlagen, wobei dies unter
dem Mikroskop mitverfolgt wurde. Anschliefend folgte ein Waschschritt mit Waschpuffer.
Die Hefen wurden dann in 100 pl PBS resuspendiert und auf vorbeschichtete Objekttrager in
einer feuchten Kammer aufgetragen, wo sie sich fiir 30 min absetzen konnten. Danach wurden
die Objekttrager dreimal mit PBS gespiilt und die Hefen mit Blockierungslosung bedeckt.
Nach 1 h bei 37 °C in der feuchten Kammer folgte ein erneutes Waschen und die Inkubation
mit dem Primérantikorper in Blockierungslosung (CAMVIR 1:400) fiir 1 h bei 37 °C. Der
Sekundérantikorper, der zuvor fiir 1 h bei Raumtemperatur mit Hefeextrakt prdinkubiert
worden war, um unspezifische Bindungen abzusittigen, wurde nach einem weiteren
Waschschritt in Blockierungslosung aufpipettiert. Nach 20 min bei Raumtemperatur wurden
die Priparate griindlich mit PBS gewaschen und mit Elvanol eingebettet.

3.4 Methoden zur Herstellung von virusihnlichen Partikeln (VLPs) und Pseudovirionen
3.4.1 Herstellung virusihnlicher Partikel

3.4.1.1 Amplifikation rekombinanter Baculovirusstimme

Zur Vermehrung rekombinanter Baculovirusstimme wurden 2 ml des Baculovirusstamms in
eine T175-Zellkulturflasche mit 4*10° Sf9-Zellen in 20 ml TMN-FH-Medium gegeben. Nach
sechs Tagen Infektion und Amplifikation im 27 °C-Brutschrank wurde das Baculovirus-
haltige Medium 10 min bei 5000 rpm in einer Heraeuszentrifuge von Zellbestandteilen
getrennt. Bis zur weiteren Verwendung wurde der Uberstand bei 4 °C gelagert.

3.4.1.2 Infektion von TN HIGH five Insektenzellen

Zur Produktion von VLPs wurden TN HIGH Insektenzellen mit 250 ml Ex-cell 450-Medium
in einem 1 1-Kolben mit Schikane unter Schiitteln bei 27 °C kultiviert. Bei Erreichen einer
Zelldichte von 2*10%ml wurden die Zellen 30 min bei 1500 rpm sedimentiert (Rotor SLA-
3000), in 30 ml Medium aufgenommen und zusammen mit 8 ml Baculovirusstamm (moi: 2-5)
in den 1 1-Kolben iiberfiihrt. Darauthin folgte erst 1 h Schiitteln bei Raumtemperatur, dann
wurde die Kultur mit Medium auf ein Volumen von 250 ml aufgefiillt und bei 27 °C
geschiittelt. Nach drei Tagen wurden die Zellen 10 min bei 2000 rpm in einer
Heraeuszentrifuge sedimentiert, mit PBS gewaschen und bis zum Aufschluss bei =70 °C
aufbewabhrt.

3.4.1.3 Isolierung der VLPs aus Insektenzellen

Der Aufschluss der Zellen mittels French Press erfolgte auf Eis. Dafiir wurden die Zellen in 9
ml Extraktionspuffer und 200 ul PMSF resuspendiert. Bevor die Zellsuspension mit 15 000-
20 000 kPa behandelt wurde, wurde die French Press-Apparatur mit Ethanol, H;O und 7 ml
Extraktionspuffer gespiilt, nach Zelldurchlauf mit 7 ml Extraktionspuffer. Nach Beenden der
Aufarbeitung wurde das Gerdt nochmals mit Ethanol gespiilt. Durch zweimaliges
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Zentrifugieren fiir 10 min bei 10 000 rpm und 4 °C im Rotor F28/50 wurde der Zelldebris
entfernt. Der Uberstand wurde auf einen Zwei-Phasen-Gradienten aufgetragen. Dazu wurden
zuvor 8 ml einer 57,5 % (w/v) CsCl-Losung in ein 25 x 89 mm-Zentrifugenrohrchen pipettiert
und vorsichtig mit einer 40 %igen Sucroselosung iiberschichtet. Nach 2 h Zentrifugation bei
24 000 rpm und 10 °C im Rotor SW28 sammelten sich die Partikel in der Interphase zwischen
CsCl und Sucrosekissen. CsCl und Interphase wurden nun abgezogen und mit einer Dichte
von 1.37 g/ml in ein Quickseal-Rohrchen iiberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation fiir 16 h bei
48 000 rpm im Rotor 70.I Ti. SchlieBlich wurde der Dichtegradient in 1 ml-Fraktionen
ausgetropft und im Refraktometer vermessen. Zur Detektion von VLPs wurden die Fraktionen
im  Western-Blot und im  Transmissionselektronenmikroskop  getestet,  zur
Konzentrationsbestimmung wurden Coomassie-Gele mit Proteinstandards und ELISA-
Titrationen durchgefiihrt.

3.4.2 Herstellung von Pseudovirionen durch in vitro Zerfall und Zusammenlagerung in
Anwesenheit von Plasmid-DNA (Disassembly/Reassembly)

Zunichst wurden mit dem Baculovirus-System produzierte, aufgereinigte VLPs ausfiihrlich
gegen PBS dialysiert, wobei mehrfach der Puffer ersetzt wurde. Nach Zugabe von -
Mercaptoethanol (Endkonzentration 5 %) folgte eine Inkubation fiir 16 h bei 4°C, um durch
die Reduktion der Disulfidbriicken der Partikel den Zerfall in Kapsomere zu erzielen.
AnschlieBend wurde Plasmid-DNA im Verhiltnis ein Partikel/’zehn DNA-Molekiile
hinzugefiigt und das p-Mercaptoethanol durch 24 h Dialyse gegen 4 1 Reassembly-Puffer (vier
bis fiinf Pufferwechsel) bei 4 °C entfernt, wodurch sich die Kapsomere wieder zu Partikeln
zusammenlagern und mit dem Plasmid assoziieren. Durch den hohen Salzgehalt des Puffers
sind die so gewonnenen Pseudovirionen einige Wochen bei 4 °C lagerbar.

3.5 Methoden zur Analyse von VLPs und anderen Proteinen
3.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Bei der denaturierenden Gelelektrophorese werden aufgetragene Proteine anndhernd nach
ihrer Grofle aufgetrennt. SDS-beladene Proteine weisen im Verhiltnis zu ihrer Masse fast
identische Ladungen auf, liegen in entfalteter Konformation vor und wandern damit in
Abhéngigkeit von ihrer MolekiilgroBe durch die Gelmatrix. Bei der diskontinuierlichen
Gelelektrophorese nach Lammli (1970) laufen die Proteinbanden erst durch ein groBporiges
Sammelgel mit niedrigem pH und werden durch einen abrupten pH-Anstieg an der
Phasengrenze zum kleinporigen Trenngel (um ca. 2 Einheiten hoherer pH-Wert) fokussiert,
bevor sie aufgetrennt werden.

Beim Herstellen der Gele wurde zunéchst das Trenngel bis ca. 3 cm unterhalb des oberen
Glasrandes gegossen und mit Isopropanol {iberschichtet, um Luftblasen zu entfernen. Nach
der Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen und mit H,O bidest nachgespiilt. Nun
wurde das Sammelgel eingefiillt und ein Probenkamm eingeschoben. Der Kamm konnte nach
erfolgter Polymerisation wieder entnommen werden, die Taschen wurden mit H,O bidest
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gewaschen und das Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt. Nach Einfiillen des
Laufpuffers und Beladung der Taschen mit den mit Ladepuffer aufgekochten Proben und 5 pl
eines vorgefarbten Molekulargewichtsstandards (Low Range Prestained SDS-PAGE-Standard
von Bio-Rad) erfolgte die Elektrophorese im Bereich des Sammelgels bei ca. 60 V, im
Trenngel bei ca. 90 V.

3.5.2 Western-Blot-Transfer und Nachweis durch enhanced chemoluminescence (ECL)

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden in einem Halbtrocken-Blotting-
Verfahren elektrophoretisch auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert, um nachfolgend
mit Hilfe von Antikdrpern spezifisch detektiert zu werden. Dabei ermdglichte die
Chemilumineszenz, die durch die Oxidation des Luminols entsteht, die autoradiographische
Abbildung der Signale. Die Reaktion wird durch das an den Sekundérantikorper gekoppelte
Enzym Meerettich-Peroxidase katalysiert.

Die Transfermembran wurde erst 5-10 min in Transferpuffer dquilibriert. Zum Aufbau des
Blots wurden zunichst sechs Lagen mit Transferpuffer getrinktes 3 MM-Papier auf die
Anoden-Platte der Blot-Apparatur gelegt, gefolgt von der Membran und dann dem
Polyacrylamidgel. AbschlieBend wurden sechs weitere Lagen getrinktes 3 MM-Papier
aufgelegt und eventuelle Luftblasen durch Rollen mit einer Pipette entfernt, bevor die
Kathodenplatte aufeesetzt wurde.

_~

Kathode

sechs Lagen 3 MM-Papier

Polyacrylamidgel
Nitrocellulosemembran

Transfer ' '

sechs Lagen 3 MM-Papier

T eeeeeeee——
Anode

Abb. 3.2 Schematischer Aufbau eines Western-Blots.

Der Transfer erfolgte fiir 60 min bei 180 mA. Zum Abséttigen unspezifischer Antikérper-
Bindungsstellen wurde die Membran mit den transferierten Proteinen fiir 60 min bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C in Blockierungslosung geschwenkt. Danach wurde
die Membran mit dem Primérantikorper, der in geeignetem Verhéltnis (sieche Tab. 2.3) mit
Blockierungslosung verdiinnt wurde, fiir 60 min bei Raumtemperatur bzw. iiber Nacht bei 4
°C inkubiert. Nachdem die Membran dreimal fiir 15-30 min in Waschlosung geschiittelt
worden war, folgten 60 min Inkubation mit dem Sekundérantikorper bei Raumtemperatur.
Erneut wurde die Membran dreimal fiir 15-30 min in Waschlésung geschwenkt, um
ungebundene Antikérper zu entfernen. Nach 10 min Waschen in PBS-Puffer wurde die
Membran fiir 1 min in frisch angesetzter Detektionslosung geschiittelt, anschlieBend kurz auf
3 MM-Papier abgetropft und in einer Klarsichthiille verpackt in eine Filmkassette gelegt. Die
Exposition der Rontgenfilme erfolgte bei Raumtemperatur und dauerte 10 s bis 30 min.
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3.5.3 Protein-Dot-Blot

Bei dieser Methode wurde das Protein nicht durch elektrophoretischen Transfer, sondern mit
Hilfe einer Dot-Blot-Kammer punktformig auf die mit Transferpuffer befeuchtete
Nitrocellulosemembran aufgetragen. AnschlieBend erfolgte die Detektion wie beim Western-
Blot mit entsprechendem Primér- und Sekundérantikdrper und ECL.

Um die Bindung von DNA an Kapsidprotein zu untersuchen, wurden VLPs unbehandelt,
denaturiert durch 10 min Aufkochen mit SDS-haltigem Proteinladepuffer, disassembliert
durch 5 % B-Mercaptoethanol und reassembliert aufgetragen, wobei eine mit DNA-Protein-
Transferpuffer befeuchtete Nitrocellulosemembran verwendet wurde. Um unspezifische
Bindestellen abzusittigen, folgten zweimal 15 min Schiitteln der Membran in DNA-Protein-
Blockierungspuffer (mit Milchpulver und tRNA) bei Raumtemperatur. Die **P-markierte
DNA-Sonde wurde durch 10 min bei 95 °C und sofortiges Abkiihlen auf Eis denaturiert und
zu 15 ml DNA-Protein-Bindungspuffer pipettiert. Bei Raumtemperatur wurde die Membran
nun Uber Nacht mit der Sonde auf einer Wippe inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde der
Blot viermal 10 min bei Raumtemperatur mit DNA-Protein-Transferpuffer gewaschen, auf 3
MM-Papier getrocknet und wie die Southern-Blots durch Autoradiographie ausgewertet.

3.5.4 Unspezifisches Anfirben der Proteinbanden im Polyacrylamidgel durch
Coomassie Brilliant Blue

Mit dieser Methode lassen sich alle Banden ab etwa 400 ng Protein detektieren. Die in der
Férbelosung enthaltene Essigsdure fallt und fixiert damit die Proteine im Gel. Zur Féarbung
wurde das Polyacrylamidgel 60 min lang in Coomassie-Férbelosung geschwenkt. Darauthin
wurde so lange in Entfdrbelosung entfirbt, bis sich die Banden klar vom Hintergrund
abhoben. Das Gel wurde nun auf 3 MM-Papier gelegt, mit Klarsichtfolie bedeckt und im
Vakuum-Geltrockner 2 h lang bei 80 °C getrocknet.

3.5.5 Capture-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Zur Detektion und Konzentrationsabschitzung von nativ gefaltetem HPV16 L1 (also
Partikeln oder Kapsomeren) diente folgender capture-ELISA: Zundchst wurde eine 96-Loch-
Platte mit 50 pl/Vertiefung einer 1:1000 Verdiinnung des HPV16 Ll-spezifischen
Antikdrpers 1.3 in PBS 1 h bei 37 °C oder 16 h bei 4 °C gelagert. Nach 4 x Waschen mit
Waschpuffer wurden durch 1 h bei 37 °C mit 50 pl/Vertiefung Blockierungsldsung
unspezifische Bindestellen abgesittigt. Erneut wurde 4 x gewaschen und anschlieBend 50 pl
der einzelnen Proben aufgetragen, wobei diese zuvor teilweise mit Blockierungslosung
verdliinnt worden waren. Nach einstlindiger Inkubation bei 37 °C wurde weitere 4 x
gewaschen und gebundene Partikel durch das HPV16 L1-spezifische Kaninchenserum 4543,
50 ul/Vertiefung, 1:5000 in Blockpuffer verdiinnt, detektiert (1 h bei 37 °C). Anschliefend
wurde nach 4 x Waschen 1 h bei 37 °C mit dem HRP-gekoppelten Ziege-o-Kaninchen-
Sekundirantikérper (1:5000 in Blockierungslosung verdiinnt) inkubiert, wieder 4 x
gewaschen und schlieBlich 100 pl/Vertiefung frisch angesetzte Substratlosung zugegeben.
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Wenn die Farbreaktion ausreichend fortgeschritten war, wurde die Platte im ELISA-Lesegerét
bei einer Wellenldange von 405 nm vermessen.

3.5.6 Transmissionselektronenmikroskopie

10 pl einer Probe wurden nach 30-60 min Dialyse gegen PBS auf ein mit Kohle beschichtetes
Kupfernetz aufgetropft. Nach 2 min wurde das Netz vorsichtig abgetupft, mit HO betréufelt
und abgetupft. AnschlieBend wurde fiir 30-60 s 2 %iges Uranylacetat aufgetragen, um eine
Negativkontrastierung zu erhalten. Nach Entfernen der Uranylacetatlosung wurde das
Kupfernetz bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur Betrachtung unter dem Mikroskop
aufbewabhrt.

3.5.7 Protein-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Losung diente das BCA Protein Assay
Reagent. Dafiir wurde entsprechend den Angaben des Herstellers eine Reaktionslésung aus 2
% (v/v) Losung B in Losung A hergestellt, von der 2 ml mit 10 pl Proteinlysat vermischt
wurden. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde die Extinktion bei 562 nm im
Spektrophotometer gemessen. Anhand bereits bekannter Standardwerte wurde so die
Proteinkonzentration ermittelt.

3.5.8 CsCl-Gleichgewichtszentrifugation

Um zu analysieren, ob in einer Préparation Partikel mit der Dichte leerer VLPs (1,29-1,30
g/ml) oder auch mit DNA gefiillter Virionen (1,34-1,36 g/ml, Breedis et al., 1962) vorliegen,
wurde eine isopyknische Ultrazentrifugation mit CsCl durchgefiihrt.

Hierfiir wurden 419,5 mg CsCl pro ml PBS gelost. Die 41,95 %ige (w/v) CsCl-Losung sollte
einen Brechungsindex von 1,3675 aufweisen. 13,5 ml-Réhrchen wurden mit der CsCl-Losung
und der Probe gefiillt, austariert und zugeschweillt. Wihrend einer Zentrifugation von
mindestens 40 h bei 48 000 rpm und 10 °C im Rotor 70.1 Ti stellte sich ein kontinuierlicher
Gradient ein, entlang dessen sich die Partikel entsprechend ihrer eigenen Schwebedichte
ausrichteten. Das Rohrchen wurde mit einer Kaniile unten angestochen und ausgetropft,
wobei in den ersten acht Fraktionen zehn Tropfen, in den folgenden fiinf Tropfen gesammelt
wurden. Mit einem Refraktometer wurde der Brechungsindex der einzelnen Fraktionen
gemessen und anhand einer Tabelle die entsprechende Dichte ermittelt.

3.5.9 Zonensedimentation mit Sucrose

Durch zonale Ultrazentrifugation in Sucrosegradienten werden die Komponenten einer
Praparation entsprechend ihrer Sedimentationskoeffizienten separiert. Mit Hilfe dieser
Methode wurden Partikel (168 S, Crawford und Crawford, 1963) von Aggregaten (~60 S) und
Kapsomeren (11 S) unterschieden. Als S-Wert-Marker dienten AAV-Kapside (60 S),
Thyreoglobulin (20 S) und Katalase (11 S).
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Zum Erstellen der Gradienten wurden je 6 ml frisch angesetzte 10 %ige und 50 %ige
Sucroselosung in die jeweilige Kammer (50 % in die Mischkammer) eines
Gradientenmischers eingefiillt. Dann wurde das Verbindungsventil gedffnet und der Mischer
angeschaltet. Ein Zentrifugenr6hrchen wurde unter der Apparatur justiert und tropfenweise
befiillt. Durch den kontinuierlichen Zulauf von 10 %iger Ldosung in die Mischkammer
entstand ein kontinuierlicher Gradient im Rohrchen, das anschlieBend noch 30-60 min
aufrecht bei 4 °C gelagert wurde. Die Sucroselosung wurde vorsichtig mit 100-500 pl Probe
tiberschichtet und fiir 3 h bei 36 000 rpm und 4 °C im Rotor SW 41 zentrifugiert. Nach dem
Lauf wurden mittels eines Fraktionssammlers und einer Peristaltikpumpe 600 pl-Fraktionen
gesammelt, deren Sucrosekonzentration mit dem Refraktometer bestimmt wurde.

3.5.10 Partielle Aufreinigung von Hefe-Rohextrakten mittels Sucrosekissen

Um ecinen Grof3teil der subzelluldaren Bestandteile von den VLPs im Rohextrakt zu entfernen,
wurden 10 ml einer 40 %igen Sucroseldosung vorsichtig mit 30 ml des Rohextrakts
iiberschichtet. Nach 2 h Zentrifugation bei 27 000 rpm und 10 °C im Rotor SW 28 wurde der
Uberstand vosichtig abgenommen und die sedimentierten VLPs mit Hilfe von Ultraschall (2 x
20-30 Mal, Output control 3, Duty cycle 70 %) in HEPES-Ldsung resuspendiert. Wenn sie
nicht sofort mittels HPLC weiter aufgereinigt oder fiir eine Pseudoinfektion verwendet
wurden, wurde der Salzgehalt mit 2 M NaCl-Losung auf 500 mM erhoht, um die Partikel zu
stabilisieren.

3.5.11 HPLC-Aufreinigung von Partikeln mittels Heparinsiiule

Die Hochdruckfliissigkeits-Chromatographie oder HPLC (high-performance  liquid
chromatography) erlaubt eine hochauflésende Auftrennung von Proteinen aufgrund von
GroBenausschluss, Ionenaustausch oder Adsorption. Um die Praparation weiter von zelluldren
Verunreinigungen zu befreien, wurden 500 pl mittels Sucrosegradient vorgereinigte Partikel
mit HPLC-Laufpuffer auf eine mit einer Heparinmatrix gefiillte HiTrap-Saule geladen und
mit 2 M NaCl-Losung nach einem dreistufigen Protokoll (Programm KPNOCOO04) eluiert.
Wihrend des automatischen Laufs wurde die UV-Absorption des Eluats registiert, das in 0,5
ml-Fraktionen aufgefangen wurde. AbschlieBend wurde die gesamte Apparatur erst mit
HPLC-Laufpuffer und dann mit 20 % Ethanol gespiilt.

3.5.12 Detektion ,,DNase-resistenter DNA

Nachdem die einzelnen Fraktionen erst 1 h gegen DNase [-Puffer dialysiert wurden, wurden
sie 2 h bei 37 °C mit 500 pug DNase I verdaut, um extern assoziierte DNA zu beseitigen. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von EDTA-L6sung (2,5 mM Endkonzentration) und 15
min bei 95 °C gestoppt. Danach erfolgte zur Entfernung der Partikel die Zugabe von 100 pg
Proteinase K und eine Inkubation fiir 45 min bei 56 °C, gefolgt von einer Inaktivierung von
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15 min bei 95 °C. Die Proben konnten nun mit Hilfe von PCR oder Dot-Blot auf durch die
Assoziation mit Partikeln vor DNase I geschiitzte DNA untersucht werden.

3.5.13 Detektion des Plasmids innerhalb eines CsCl-Gradienten

Um zu analysieren, ob das Plasmid mit schweren oder leichten VLPs assoziiert ist, wurden
25-75 ul der entsprechenden Fraktionen eines CsCl-Dichtgradienten mit Hilfe eines Southern-
Blots untersucht. Zuvor wurden die Proben jedoch 30-60 min gegen Mikrokokkus-Nuklease-
Puffer dialysiert und mit 1 U der Nuklease fiir 1 min bei Raumtemperatur verdaut. Dies war
ndtig, um storende Signale durch freie DNA zu beseitigen. Das Beenden der Reaktion erfolgte
durch die Zugabe von 50 pul 250 mM EGTA-Losung. Die DNA wurde anschlieBend mit
Phenol/Chloroform extrahiert, gefillt und auf das Agarosegel fiir den Southern-Nachweis
aufgetragen.

3.6 Methoden zur Pseudoinfektion von Zielzellen

3.6.1 Pseudoinfektion von Zielzellen

Als Standard fiir Zielzellen wurden COS1-Zellen verwendet. Am Vortag wurden je nach
Zelllinie 4-20%10 Zellen pro Vertiefung in 6-Loch-Platten ausgesit (15-30 % Konfluenz am
Tag der Infektion), wobei kein Trypsin, sondern ein enzymfreier Zelldissoziationspuffer zum
Ablosen der Zellen diente, um die Oberflichenrezeptoren nicht zu beeintrichtigen.
Praparationen mit hohem Salzgehalt wurden erst 1-2 h bei Raumtemperatur gegen PBS
dialysiert, wiahrend Hefe-Rohextrakte nicht vorbehandelt wurden. Fiir eine Neutralisierung
der Pseudovirionen wurden die Prdparationen dann 16 h bei 4 °C oder 1 h bei
Raumtemperatur mit den Antikérpern prainkubiert. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit
PBS wurden diese fiir 1-2 h bei Raumtemperatur mit 2 ml Hefe-Rohextrakt bzw. 200 ul PBS
und in vitro hergestellten Pseudovirionen auf einer Wippe inkubiert. Bei Verwendung von
Hefe-Rohextrakten mussten diese durch mehrfaches griindliches Waschen mit PBS entfernt
werden, wihrend dies bei Disassembly/Reassembly-Praparationen nicht nétig war. Schlielich
wurden die Zellen mit je 2 ml Medium versorgt und im Brutschrank weiterkultiviert.

Nach 48-72 h konnte die Expression des Reportergens untersucht werden, wobei EGFP-
positive Zellen in situ mit einem inversen Fluoreszenzmikroskop detektiert oder geerntet und
im Durchflusszytometer quantifiziert wurden, wéihrend B-Galaktosidase-positive Zellen nach
einer X-Gal-Farbung unter dem Mikroskop analysiert wurden.

3.6.2 Quantitative Analyse EGFP-fluoreszenter Zellen im Durchflusszytometer

Die Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence activated cell sorting) genannt, erfasst
die GroBle, Granularitit und Fluoreszenzintensitét einzelner Zellen. Dabei werden die Zellen
im Messgerit einzeln aufgereiht, mit einem Argon-Laser bestrahlt und ihre Lichtstreuung
bzw. fluoresziertes Licht von Fotodioden detektiert. Da so eine grofle Anzahl Zellen pro
Probe analysiert werden kann, lassen sich quantitative Aussagen iiber den Anteil
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fluoreszierender Zellen in einer Gesamtpopulation treffen. Sowohl bei der Messung als auch
der Auswertung wurde CellQuest-Software benutzt.

48-72 h nach Pseudoinfektion wurden die Zellen trypsiniert, durch einen Netzfilter pipettiert,
einmal mit filtriertem PBS gewaschen und in 50 pl FACS-Puffer resuspendiert. Durch das
Propidiumjodid im Puffer, das nur in tote Zellen eindringen kann, konnten diese von den
Messungen ausgeschlossen werden. Es wurden also nur 10 000-100 000 lebende Zellen (im
living gate) gespeichert.

Bei der anschlieBenden Auswertung wurde zusétzlich nur die Zellpopulation mit Grofle und
Granularitidt im Normbereich beriicksichtigt. Zur Analyse der EGFP-Expression wurde die
F1-Fluoreszenzintensitit der einzelnen Zellen graphisch dargestellt. Dabei waren die
Einstellungen bei der Messung so justiert, dass sich EGFP-negative Zellen im
Fluoreszenzbereich bis 10 befanden, wihrend EGFP-positive Zellen eine iiber dieser
definierten Grenze liegende Fluoreszenzintensitit aufwiesen. Als Parameter fiir die Effizienz
einer Pseudoinfektion wurde entweder der prozentuale Anteil positiver Zellen oder der Y Geo
Mean-Wert gewihlt. Dieser beschreibt die Verteilung der Fluoreszenzintensitdt aller iber dem
Grenzwert liegenden Zellen und ermdglicht auch bei sehr wenigen positiven Zellen, eine
EGFP-Expression nachzuweisen.

3.6.3 X-Gal-Féarbung

Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in situ oder auf Objekttridgern fiir 5
min bei 4 °C mit Fixierungslosung inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal mit PBS
gewaschen und mit der frisch angesetzten X-Gal-Farbelosung Substrat auf die Zellen
gegeben. Nach 6-16 h bei 37 °C konnten B-Galaktosidase-positive Zellen anhand des blauen
Prizipitats unter dem Mikroskop detektiert werden.
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4 Ergebnisse

4.1 HPV16-Pseudovirionen-Produktionssystem in der Hefe Saccharomyces cerevisiae

Wie in 1.4.1 beschrieben, beruht das Produktionssystem von Rossi et al. (2000) auf
Hefeklonen, die zwei 2um-basierte Plasmide enthalten. Das Verpackungsplasmid, das fiir die
Kapsidgene HPV16 L1 und L2 kodiert, trigt den [leu2-d-Marker, der neben einem
Selektionsmarker fiir Leucin-Auxotrophie in trans Replikationsfaktoren fiir die episomale
Replikation von Plasmiden mit 2um-ori-Sequenz liefert (Futcher, 1986). Sowohl das
Verpackungsplasmid als auch das Zielplasmid enthalten diese 2pum-ori-Sequenz und liegen
zusammen mit einer Kopienzahl von 60-100/Zelle vor. Das Zielplasmid soll in die
Pseudovirionen verpackt werden: Es tridgt das Reportergen, den ura3-Selektionsmarker und
Elemente, die die Verpackungseffizienz steigern sollen (HPV16 URR, HPV16 E2-
Leserahmen). Da das Verpackungsplasmid die kritische GroB3e von 8 kb iibersteigt, ist es zu
grof} fiir eine Enkapsidierung. Plasmide und Hefestimme wurden freundlicherweise von
Herrn Dr. M. Miiller, DKFZ Heidelberg, zur Verfiigung gestellt.

Induktion der L1/L2-Expression
durch Galaktose, =
Kapsidsynthese und
Verpackung des Zielplasmids

Abb. 4.1 Prinzip der Pseudovirionenproduktion in Hefe. Erlduterung im Text.

4.1.1 Klonierung des EGFP-Gens in das Zielplasmid

Gegenliber dem GFP-Gen sind bei der EGFP-Variante die Kodons fiir eine effiziente
Expression in Sdugerzellen optimiert und zwei Aminosduren ausgetauscht (Phe-64-Leu, Ser-
65-Thr), woraus eine 35fach intensivere Fluoreszenz resultiert (Cormack et al., 1996). Da
pEGFP-C3 fiir die Konstruktion von Fusionsgenen entwickelt wurde, beendet ein Stopkodon
erst 78 bp nach dem Ende der eigentlichen EGFP-Sequenz die Translation, was zu einer C-
terminalen Verldngerung um folgende 26 Aminoséuren fiihrt: Tyr-Ser-Asp-Leu-Glu-Leu-Lys-
Leu-Arg-Ile-Leu-GIn-Ser-Thr-Val-Pro-Arg-Ala-Arg-Asp-Pro-Pro-Asp-Leu-Asp-Asn.

Zu Beginn dieser Arbeit lag bereits das 2um-basierte Hefeplasmid pYES2*-VP22-E7, ¢obac
vor, das abgesehen vom EGFP-Reportergen alle benotigten Sequenzen und die richtige Grof3e
aufwies. Zur Konstruktion des EGFP-Zielplasmids pYES2*-EGFPbac wurde bei pYES2*-
VP22-E7,.¢bac das 1155 bp lange VP22-E7-Fusionsgen durch eine ebenso lange EGFP-
MCS-Sequenz aus dem pEGFP-C3-Plasmid (Clontech) ersetzt (Abb. 4.2). Hierflir wurde
zuvor die EGFP-Sequenz mittels PCR mit den benétigten Restriktionsschnittstellen Notl und
AfIII amplifiziert.
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Nach einer sequenzanalytischen Uberpriifung wurde pYES2*-EGFPbac in CV1-Zellen
transfiziert. Nach zwei bis drei Tagen Zellkultur konnte eine EGFP-Fluoreszenz unter dem
Mikroskop detektiert werden, wobei die quantitative FACS-Analyse eine im Vergleich zu
pEGFP-C3 geringeren Anteil EGFP-positiver Zellen ergab (Abb. 4.3). Da pYES2*-EGFPbac
etwa doppelt so groB3 wie pEGFP-C3 ist und somit bei einer Transfektion von 0,4 ung DNA
nur halb so viele Molekiile vorliegen, war dies zu erwarten.

pEGFP-C3
4727 bp Ecrp

/>

URA 3

3

HPV16 URR HPV16 URR

~Swal ~Swal

CMYV Promotor EGFP

£ MCs"
VP22 E
E71-60

BGH polyA bases

CMV Promotor
C3

EGFP

MCS
BGH polyA bases

Anir

pYES2*-VP22-E7,.¢bac pYES2*-EGFPbac
9783 bp 9783 bp

HPV16 URR

AflIT

PYES2*-EGFP
7906 bp

Abb. 4.2 Klonierungsschema zur Herstellung eines Zielplasmids mit EGFP-Reportergen. Zunichst wurde VP22-
E7,.60 durch EGFP ersetzt. Um ein 7906 bp groBles Plasmid zu erhalten, wurden vor der Transformation in Hefe
bakterielle Sequenzen mit Swal entfernt.

A) FACS-Analyse
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Medium pYES2*-EGFPbac pEGFP-C3

Abb. 4.3 EGFP-Expression nach Transfektion von pYES2*-EGFPbac und pEGFP-C3 in CVI1-Zellen:
Quantitative FACS-Analyse (A), Durchlichtaufnahme (B) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (C).
Gezeigt wird ein représentatives Experiment, bei dem die pEGFP-C3-Transfektion als 100 %-Standard gesetzt
wurde (iiblicherweise lag der absolute Wert bei etwa 30 % EGFP-positiver Zellen). Mit Hilfe des Effectene-
Reagenz (Qiagen) wurden je 0,4 pg DNA zur Transfektion von zuvor in 6-Loch-Platten ausgesiten CV1-Zellen
eingesetzt (Duplikate).
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Vor der Transformation in Hefezellen wurde die bakteriell amplifizierte Plasmid-DNA durch
den Verdau mit Swal und eine anschlieBende Rezirkularisierung (Abb. 4.4) auf die GroBe des
HPV16-Genoms von 7906 bp verkleinert; dabei wurde ein Fragment mit nicht weiter
bendtigten bakteriellen Sequenzen wie der Ampicillin-Resistenz und dem E. coli-ori entfernt.

bp

<+— Konkatemere
10000 —
8000 —
6000 —
5000 —
4000 —

<— Lineares Plasmid
“— Superhelikales Plasmid

3000 —
2500 —

2000 —

15000 —

Abb. 4.4 Ligation zur Rezirkularisierung des Zielplasmids. Obwohl Reaktionsbedingungen gewahlt wurden, die
eine Rezirkularisierung favorisieren sollten (50 ng DNA/ul in 600 pl Gesamtvolumen, 25 h bei
Raumtemperatur), kam es hauptsichlich zur Bildung von Konkatemeren.

4.1.2 Transformation und Selektion von Hefeklonen zur Pseudovirionenproduktion

Mittels Lithiumacetat-Hitzeschock-Methode (3.3.3) wurde das Zielplasmid in den
Saccharomyces cerevisiae-Stamm # 1699-pD125 (kurz: pD125) eingeschleust. Dieser Stamm
enthdlt bereits das Verpackungsplasmid pDI125. Da sich die Rezirkularisierung des
Zielplasmids nach Entfernen der bakteriellen Sequenzen als sehr ineffizient erwies und
hauptsdchlich Konkatemere vorlagen (Abb. 4.4), wurde neben dem Ligationsansatz auch
lineares Zielplasmid zusammen mit Primern transformiert, die die Schnittstellen {iberlappen,
um iiber homologe Rekombination in der Hefezelle zirkuldres Plasmid zu erhalten. Die durch
Selektion auf Uracil- und Leucin-freiem Medium gewonnenen Kolonien wurden vor der
Analyse mehrmals vereinzelt, um Mischklone auszuschlieBen. L1-exprimierende Klone
wurden im Western-Blot (Abb. 4.5) identifiziert und mittels PCR auf die Anwesenheit von
EGFP-DNA getestet, wobei Primer verwendet wurden, die die gesamte EGFP-Sequenz
amplifizieren (Abb. 4.6). Zur Kontrolle der korrekten Plasmidgrole wurde die DNA der
Transformanden im Southern-Blot analysiert (Abb. 4.7): Dabei zeigten viele Klone nicht das
erwartete Bandenmuster (nur die Klone Nr. 4, 5, 8 und 12 in Abb. 4.7). Mdgliche Erklarungen
fiir diese Beobachtung sind die Transformation von Konkatemeren und Verdanderungen der
episomalen Plasmide durch homologe Rekombinationsereignisse zwischen den Plasmiden.
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Abb. 4.5 Western-Blot zur Detektion L1-positiver Transformanden. Hierfiir wurden Proteinlysate der Hefeklone
nach Kultur in Galaktose-haltigem Medium in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt, geblottet und mit dem HPV16
L1-spezifischen Antikérper CAMVIR] untersucht. Obwohl ein L1-positiver Klon transformiert worden war,
zeigen nicht alle Transformanden eine gleich effiziente Expression.

1 2 34 5 6 7 NKPK

4= EGFP-Fragment
720 bp

Abb. 4.6 PCR zur Detektion EGFP-positiver Transformanden. Hierfiir wurden DNA-Lysate der Hefeklone einer
PCR unterzogen, bei der ein 720 bp langes Amplifikationsprodukt, das die gesamte EGFP-Sequenz umfasst,
generiert wird. Eine zusitzliche Bande ist bei ca. 400 bp zu sehen. NK = Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne
DNA. PK = Positivkontrolle: pEGFP-C3.
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Abb. 4.7 Southern-Blot-Analyse der Grofle des Zielplasmids in den Hefeklonen. Hefe-DNA-Extrakt wurde in
einem 0,5 % Agarosegel aufgetrennt und mit einer EGFP-Sonde detektiert. Gezeigt werden Zwolf Hefe-
Transformanden und GroBenreferenzen. PK = Positivkontrolle: 7,8 kb groBes, EGFP-kodierendes Plasmid
pGEM-RECI-IRES. linear = lineares pYES2*-EGFP: 7,9 kb. Zirkuldres pYES2*-EGFPbac: 9,8 kb.
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4.1.3 Nach Induktion der Kapsidproteinexpression konnten Partikel isoliert werden

Mehrere positive Klone aus verschiedenen Transformationen wurden zur Partikelproduktion
eingesetzt. Das Kultivierungsprotokoll (Abb. 4.8) beginnt mit einer zweitdgigen Vorkultur
unter Selektionsbedingungen, der eine dreitigige Produktionsphase mit Galaktose-haltigen
Vollmedium folgt. Unter den optimalen Wachstumsbedingungen konnen die Hefezellen eine
sehr hohe Dichte erreichen (bis zu 2 * 10°/ml), und der Induktor Galaktose fiihrt zur
Expression der Kapsidproteine. Um die Partikel zu isolieren, wurden die Hefezellen
mechanisch aufgeschlossen und die Rohextrakte durch Zentrifugation von Zelldebris befreit.

55—

Zwei Tage Drei Tage Kultur mit
Selektion in Galaktoseinduktion in
LU -Medium Komplettmedium

Aufschluss mit
Glasperlen

Waschen

Nach 48-72 h Kultur: Pseudoinfektion mit
Transgenexpresion Rohextrakt
2 h Inkubation bei RT

Abb. 4.8 Schema zur Pseudovirionenproduktion. L'U-Medium = Selektionsmedium ohne Leucin und Uracil.

Konzentrationsbestimmung mittels ELISA

Die Rohextrakte wurden zundchst auf ihren Partikelgehalt untersucht. In einem capture-
ELISA, der nur korrekt gefaltetes L1-Protein, also Partikel oder Kapsomere, erkennt (siche
3.5.5), wurde die Konzentration der einzelnen Rohextrakte ermittelt. Abb. 4.9 zeigt eine
beispielhafte Aufarbeitung: Generell wurden Konzentrationen von 10-100 pg/ml erreicht; das
entspricht 3 *10''-10'* Partikeln/ml.
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Abb. 4.9 Ll1-capture-ELISA von Hefe-Rohextraktion zur Konzentrationsabschitzung. Als Referenz dienten
VLPs aus dem Baculovirus-System mit bekannter Konzentration. Der parentale Hefestamm 1699 ist im
Gegensatz zu pD125 (10 pg/ml) und zwei Transformanden (A und B; 90 pg/ml) L1-negativ.

Sedimentationsanalyse der Rohextrakte

Um nachzuweisen, dass die ELISA-Reaktivitit tatsdchlich auf Partikeln und nicht auf
Kapsomeren beruht, wurden die Rohextrakte einer Sedimentationsanalyse mittels
Sucrosegradienten unterzogen. Die gewihlten Zentrifugationsbedingungen fiihren zu einer
Auftrennung von Partikeln (168 S), unvollstindig zusammengelagerten Partikeln oder
Aggregaten (~60 S) und Kapsomeren (11 S). In Abb. 4.10 sind repradsentative Experimente
gezeigt. Als Positivkontrolle dienten die Gradientenprofile von aufgereinigten VLPs aus dem
Baculovirus-System. Um zu demonstrieren, dass auch bei der Produktion von VLPs in
Insektenzellen nicht alle Priaparationen eine homogene Population von VLPs enthalten (Abb.
4.10A, sieche Peak in Fraktionen 3-6), sondern dass manchmal auch viel aggregiertes,
unvollstindig assembliertes Material vorliegt (Abb. 4.10B, Fraktionen 7-13), sind die
Gradientenprofile von zwei verschiedenen VLP-Aufarbeitungen aufgefiihrt. Die Profile von
Hefe-Rohextrakten, sowohl des Kontrollklons pD125 als auch des Transformandenklons A,
zeigen beide einen Peak, der im Vergleich zu den Kontroll-VLPs geringfiigig in Richtung
eines geringeren S-Werts verschoben ist (unter der Beriicksichtigung der reduzierten Anzahl
an Fraktionen). Kapsomermaterial ist kaum vorhanden. Bei Betrachtung mehrerer
Peakfraktionen beider Gradienten unter dem Elektronenmikroskop (freundlicherweise von
Frau B. Hub, DKFZ Heidelberg, durchgefiihrt) wurden VLPs gefunden, die zum Teil einzeln
vorlagen, oft aber miteinander oder mit Debris aggregiert waren (Abb. 4.11), was vielleicht
fiir die S-Wert-Verschiebung verantwortlich ist. Bei der Analyse der Sucrosegradienten
konnten keine Unterschiede zwischen pD125 und Transformandenklonen festgestellt werden.
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Ergebnisse
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Abb. 4.10 L1-capture-ELISA von Sucrosegradienten. 30-50 ug VLPs bzw. 1 ml Rohextrakt wurden auf einen
Sucrosegradienten aufgetragen und 3 h bei 36 000 rpm im Rotor SW 41 bei 4 °C zentrifugiert. A) VLP-
Praparation. B) VLP-Priparation. C) Rohextrakt von pD125. D) Rohextrakt von Hefeklon A.
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Abb. 4.11 Elektronenmikroskopische Aufnahme von einer Partikel-Fraktion eines Sucrosegradienten. Die Pfeile
markieren VLPs.

Kontrolle der L2-Expression

Um festzustellen, ob auch das Nebenkapsidprotein L2 in den Hefezellen exprimiert wird,
wurden Proteinextrakte im Western-Blot liberpriift (Abb. 4.12). Dabei konnte in allen Féllen
eine L2-Expression nachgewiesen werden. Allerdings ldsst diese Analyse nicht erkennen, ob
L2 in die Partikel inkorporiert wurde. Hierfiir wurden die Rohextrakte in CsCl-Gradienten
aufgetrennt und die Fraktionen dann mittels Western-Blot parallel auf den Gehalt an L1 und
L2 hin untersucht (siche 4.1.4).

Hefeklone
1 2 3 pDI125

kD a b a b a b

110 —

90 — <+ L2(72kD)
51 —
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21 —

Abb. 4.12 L2-Western-Blot mit Hefeextrakten von drei Transformanden und pD125. Nach vier und fiinf Tagen
Kultur wurden Proteinextrakte hergestellt, in einem 12 % SDS-Gel aufgetrennt und mit dem HPV16 L2-
spezifischen Serum # 20 analysiert. a = nach vier Tagen Kultur. b = nach fiinf Tagen Kultur.

4.1.4 Detektion unterschiedlich dichter Partikel im CsCl-Gradienten.

Die Auftrennung der Rohextrakte im CsCl-Gradienten ergab im L1-capture-ELISA einen
breiten Peak im Bereich von 1,28-1,34 g/ml, und zwar bei Extrakten von Hefeklonen mit und
ohne Zielplasmid (Abb. 4.13 und Abb. 4.14). Dieser Bereich deckt sowohl die Schwebedichte
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nleichter VLPs (1,29-1,30 g/ml) als auch schwerer, also DNA-haltiger Partikel (1,34-1,36
g/ml) ab (Breedis et al, 1962). Dabei lassen sich allerdings nicht zwei diskrete Peaks
unterscheiden: Die meisten Partikel bandieren jeweils bei 1,30-1,32 g/ml Schwebedichte, was
auch in den entsprechenden Western-Blots fiir L1 (55 kD) und L2 (72 kD) zu erkennen ist
(Abb. 4.13 und Abb. 4.14). Die Partikel bestehen also aus L1 und L2.

Obwohl diese Daten das Vorliegen von Plasmid-haltigen Partikeln oder Pseudovirionen nicht
ausschliefen, demonstrieren die Signale in den korrespondierenden Fraktionen der
Negativkontrolle pD125, die kein Zielplasmid enthélt, dass eine erhdhte Schwebedichte nicht
auf der Verpackung des Zielplasmids beruhen muss. Moglicherweise kommt es in der
Hefezelle zur Verpackung oder Anlagerung zellulirer DNA (wurde auch in Insektenzellen
beobachtet; Fligge et al., 2001) oder von Chromatin.

Die elektronenmikroskopische Analyse von einzelnen CsCl-Peakfraktionen wurde
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. Zentgraf, DKFZ Heidelberg, durchgefiihrt. Dabei
waren in den Peakfraktionen Partikel zu sehen, die zum grofen Teil mit zelluldrem Debris
assoziiert waren (Abb. 4.15), was moglicherweise das breite Spektrum der Schwebedichte
erkléart.
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Abb. 4.13 CsCl-Gleichgewichtszentrifugation von Hefeextrakt (pD125): L1-capture-ELISA und Western-Blot
(L1: CAMVIRI, L2: # 20). 3 ml Rohextrakt wurden mit 10,5 ml CsCl-Losung gemischt und mindestens 40 h bei
48 000 rpm und 10 °C im Rotor 70.I Ti zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurden die Gradienten mit dem
Refraktometer vermessen.
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Ergebnisse
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Abb. 4.14 CsCl-Gleichgewichtszentrifugation von Hefeextrakten (Klon A und B): L1-capture-ELISA und
Western-Blot (L1: CAMVIRI, L2: # 20). Je 3 ml Rohextrakt wurden mit 10,5 ml CsCl-Lésung gemischt und
mindestens 40 h bei 48 000 rpm und 10 °C im Rotor 70.1 Ti zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurden die
Gradienten mit dem Refraktometer vermessen.
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Abb. 4.15 Elektronenmikroskopische Aufnahme von einer Peakfraktion eines CsCl-Gradienten mit Rohextrakt
eines Hefeklons mit Zielplasmid. Die Pfeile markieren VLPs.

4.1.5 Mit Hefe-Rohextrakten konnte keine Pseudoinfektion von Zielzellen nachgewiesen
werden.

Um eine Pseudoinfektion zu erzielen, wurden aus Hefekulturen hergestellte Rohextrakte mit
CVI1- und COS1-Zellen inkubiert. Nach zwei bis drei Tagen konnte keine EGFP-Expression
(bzw. keine iiber dem Hintergrund liegende Fluoreszenz) mittels FACS oder Mikroskop, also
keine Pseudoinfektion, detektiert werden. Der manchmal beobachtete Anstieg der Fluoreszenz
trat auch bei den Negativkontrollen (pD125- und 1699-Rohextrakt) auf. Mit neutralisierenden
Antikorpern préinkubierte oder hitzeinaktivierte Extrakte fiihrten nicht reproduzierbar zu
einer verminderten Fluoreszenz. Besonders bei CV1-Zellen traten erhebliche Schwankungen
der Autofluoreszenz nach einer Inkubation mit Hefeextrakt auf: Die gesamte Population
zeigte einen moderaten Anstieg der Fluoreszenzintensitdt, und manchmal war eine starker
fluoreszierende Subpopulation vorhanden (sieche Pfeil in Abb. 4.16A), die den Anschein einer
EGFP-Expression vermittelte. Allerdings erschien diese Subpopulation manchmal auch bei
nur mit Medium inkubierten CV1-Zellen (Abb. 4.16B). Da diese sehr variablen
Autofluoreszenzeigenschaften eine Auswertung anhand des prozentualen Anteils aller Zellen,
deren Fluoreszenzintensitdt iiber einem Grenzwert liegt (EGFP-positive Zellen (%)), stark
einschriankten, wurde der Y Geo Mean-Wert bevorzugt. Dieser Parameter beschreibt die
Verteilung der Fluoreszenzintensitit aller iiber dem Grenzwert liegenden Zellen. In
Experimenten mit in vitro-generierten Pseudovirionen (siche 4.2) erlaubte der Y Geo Mean-
Wert auch trotz eines Hintergrunds moderat fluoreszierender Zellen, EGFP-positive Zellen
anhand ihrer stirkeren Fluoreszenzintensitit nachzuweisen, selbst wenn es sich um weniger
als 0,1 % der Gesamtpopulation handelte. Abb. 4.17A zeigt ein Experiment, bei dem bei
Transformanden-Klon A scheinbar eine Pseudoinfektion vorliegt; es ist sogar ein groferer
Anteil der Zellen , EGFP-positiv als bei der parallel durchgefiihrten, ineffizienten
Transfektion. Der korrespondierende Y Geo-Mean-Wert impliziert allerdings, dass es sich
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hier um Autofluoreszenz handelt, denn er liegt wie alle anderen Werte mit Ausnahme der
Positivkontrolle (Transfektion) nicht signifikant iber dem Hintergrund der Mediumkontrolle.
Noch deutlicher ist dies bei dem parallel durchgefiihrten Experiment mit COS1-Zellen (Abb.
4.17B) zu erkennen, die wesentlich weniger starke Hintergrundabweichungen zeigten. Die
Vermutung eines falsch positiven Ergebnisses konnte durch eine Western-Blot-Analyse
bestitigt werden, bei der keine EGFP-Expression nachgewiesen werden konnte (Daten nicht

gezeigt).

A) Histogramm B) Medium-Kontrolle
S N T
od = =
H Lar] b
S 2 "=
-E h' = E
- B 21
QO = 7 !
L H 2T | S
3 4 0 S50 100 150 200 250

02 10
EGFP-Fluoreszenz Zellgrofie

Abb. 4.16 FACS-Analyse von mit Hefe-Rohextrakten behandelten CV1-Zellen. Der Pfeil markiert eine
autofluoreszierende Subpopulation. A) Histogramm. Blau: Medium-Kontrolle. Pink: 1699. Violett: Klon A. B)
Dot-Blot der Medium-Kontrolle.
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Ergebnisse
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Abb. 4.17 FACS-Analyse von mit Hefe-Rohextrakten behandelten CV1- (A) und COS1-Zellen (B). Drei Tage
nach 2 h Inkubation von 2 ml Rohextrakt/6-Loch bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im
Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Als Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium, mit
Hefeextrakt ohne Partikel und EGFP-Plasmid (1699) und mit Hefeextrakt ohne EGFP-Plasmid (pD125).
AuBerdem wurden mit neutralisierenden Antikorpern prainkubierte (1.4 1:1000 iiber Nacht bei 4 °C) und durch
10 min bei 95 °C hitzeinaktivierte Extrakte getestet. Als Positivkontrolle diente eine Transfektion mit 0,4 pg
pEGFP-C3. Es ist jeweils der Anteil an EGFP-positiven Zellen (%) bzw. der Y Geo Mean gezeigt.
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Modifikation der Kultur- und Infektionsbedingungen
Da zunéchst nicht klar war, ob vielleicht eine ineffiziente Pseudoinfektion durch den hohen
Hintergrund maskiert wurde, wurden einige Parameter der Inkubation veréndert. Doch die
Variation der Infektionstemperatur (4 °C statt Raumtemperatur), 4 h statt 2 h
Inkubationsdauer oder unterschiedlich griindliches Waschen nach der Inkubation fiihrten nicht
zu einer nachweisbaren Pseudoinfektion (Abb. 4.18).

Medium pDI125 Hefeklon C

Y Geo Mean

2h 2h 2h 2h 2h 2h 2h 4h
4°C RT 4°C RT RT 4°C 4°C 4°C
5h 5h 5h 5h

Abb. 4.18 FACS-Analyse von mit Hefe-Rohextrakten behandelten CV1-Zellen. Zwei Tage nach Inkubation von
2 ml Rohextrakt/6-Loch wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Als
Negativkontrollen wurde mit Medium bzw. mit Hefeextrakt ohne EGFP-Plasmid (pD125) inkubiert. Die
Inkubationsdauer betrug 2 h bzw. 4 h; die Inkubationstemperatur lag bei 4 °C bzw. RT = Raumtemperatur. Bei
den mit 5 h gekennzeichneten Proben wurden zunéchst nur die Rohextrakte durch Medium ersetzt, und ein
griindliches Waschen mit PBS erfolgte erst 5 h spéter.

Da episomale 2um-Plasmide in Hefezellen ohne Selektionsdruck nicht sehr stabil sind,
wurden die Hefezellen wéhrend der gesamten Zeit ohne Leucin (Auxotrophiemarker des
Verpackungsplasmids) und ohne Uracil (Auxotrophiemarker des Zielplasmids) kultiviert.
Dies resultierte jedoch in einem wesentlich schlechterem Wachstum als in Vollmedium (Abb.
4.19). In Abb. 4.20 ist zu sehen, dass auch eine stindige Selektion wihrend der Kultur nicht
zu einer nachweisbaren Pseudoinfektiositdt fiihrt.
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Abb. 4.19 Per OD-Messung ermittelte Zelldichte wahrend der mehrtdgigen Hefekultur. Wéhrend die Dichte in
Vollmedium in den letzten beiden Tagen deutlich zunimmt, bleibt sie in Leucin- und Uracil-freiem
Selektionsmedium (L'U") auf niedrigem Niveau. L'U = Selektionsmedium. YPG = Vollmedium.
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Abb. 4.20 FACS-Analyse von mit Hefe-Rohextrakten behandelten COSI-Zellen. Zwei Tage nach 3,5 h
Inkubation von 2 ml Rohextrakt/6-Loch bei 4 °C wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer
analysiert (Duplikate). Als Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium und mit Hefeextrakt ohne
EGFP-Plasmid (pD125). Zur Neutralisierung wurde der Extrakt mit 4345-Serum in der Verdiinnung 1:1000 iiber
Nacht bei 4 °C préinkubiert. Die hitzeinaktivierte Probe wurde 10 min gekocht. Als Positivkontrolle diente eine
Transfektion mit 0,5 pg pEGFP-C3. Mit LU gekennzeichnete Extrakte stammen aus Selektionskultur, mit YPG
gekennzeichnete Extrakt aus Kultur mit Vollmedium.

Aufreinigung der Partikel durch Sucrosegradienten und Affinitdits-Chromatographie

Die elektronenmikroskopischen  Analysen (sieche Abb. 4.11, 4.15) und die
Hintergrundprobleme nach der Inkubation von Zellen implizieren, dass die Rohextrakte noch
sehr viel zelluldren Debris enthalten, der moglicherweise undefinierte Sekundéreffekte wie
die erhohte Autofluoreszenz verursacht und vielleicht die Infektiositdt der Partikel inhibiert.
Deshalb sollte durch weitere Aufreinigungsschritte versucht werden, nachweislich infektiose
Partikelpriaparationen zu erhalten. Hierzu wurde der Rohextrakt iiber einen Sucrosegradienten
aufgetrennt. Die so von einem Grofteil des Hefedebris befreiten Partikel konnten CV1-Zellen
nicht pseudoinfizieren (Abb. 4.22A). Alternativ wurden die Partikel zur weiteren
Aufreinigung auf eine Heparinsdule geladen und durch erhdhte Salzkonzentrationen (Abb.
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4.21) eluiert, wobei drei Partikel-haltige Peakfraktionen gewonnen wurden, die aber im
Vergleich zum Rohextrakt nicht angereichert waren (Abb. 4.22C, 4.22D). Auch nach dieser
zusitzlichen Reinigung konnte keine Pseudoinfektion von CV1-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 4.22B).

Programm kpnoco04

Durchfluss
Elektrische Leitfihigkeit
Salzkonzentration
OD (280 nm)
NaCl 035M 055M 12M
e Peak 1 2 3
Injektion ) 2022 2426 28-30

Abb. 4.21 Profil des HPLC-Laufs zur Partikelaufreinigung nach Programm kpnoco04. Um eine effiziente
Elution der Heparin-gebundenen Partikel zu erreichen, wurde diese in drei Stufen mit den angegebenen Na'-
Konzentrationen durchgefiihrt.
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Abb. 4.22 A), B) FACS-Analysen von mit aufgereinigten Partikeln behandelten CV1-Zellen. Zwei Tage nach 2
h Inkubation bei 4 °C wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Als
Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium und mit Hefeextrakt ohne EGFP-Plasmid (pD125). Ein
Teil der Extrakte wurde mit 4543 in der Verdiinnung 1:5000 fiir 1 h bei Raumtemperatur priainkubiert oder durch
10 min bei 95 °C hitzeinaktiviert. A) FACS-Analyse von mit iiber einen Sucrosegradienten vorgereinigten
Partikeln behandelten CV1-Zellen (pro 6-Loch wurden 200 pl von insgesamt 700 pul eingesetzt). B) FACS-
Analyse von mit liber Heparinsdulenchromatographie vorgereinigten Partikeln behandelten CV1-Zellen (pro 6-
Loch wurde die 3 ml Rohextrakt entsprechende Menge eingesetzt). C) Ll-capture-ELISA der
Heparinsdulefraktionen. Die Proben wurden hierfiir 1:50 verdiinnt. D) Elektronenmikroskopische Aufnahme
einer Partikelfraktion. Zwischen den drei Peakfraktionen waren unter dem EM keine Unterschiede erkennbar.
Partikel sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Das Foto wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. H. Zentgraf,
DKFZ Heidelberg, aufgenommen.
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4.1.6 Analyse der Hefekultur auf Verlust der Plasmide

Episomale Hefeplasmide, die mit Hilfe des 2um-Systems in der Zelle repliziert werden,
weisen ohne Selektionsdruck generell eine Verlustrate von 107 oder mehr pro Generation auf;
selbst unter Selektionsbedingungen gelten 5-40 % Verlust widhrend der Kulturphase als
realistisch (Jayaram et al., 1983; Murray und Szostak, 1983). Deshalb sollte untersucht
werden, ob ein massiver Verlust der Plasmide wihrend der Hefekultur stattfindet, der fiir das
Scheitern der Pseudovirionenproduktion verantwortlich sein kdnnte. Diese Uberlegung ist
wichtig, da wihrend der Produktionsphase des Kultivierungsprotokolls zur Verbesserung des
Wachstums und der Expression auf eine Selektion verzichtet wurde.

Wihrend der flinftdgigen Hefekultur (siehe auch Schema in Abb. 4.8) wurde téglich ein
definiertes Volumen Kulturfliissigkeit sowohl auf Selektions-, als auch auf Vollmedium
ausgestrichen und die Anzahl der Kolonien verglichen. In Abb. 4.23A ist zu sehen, dass
bereits nach zwei Tagen Selektionskultur etwa doppelt so viele Kolonien auf Vollmedium wie
auf Selektionsmedium wachsen konnten. Nach Kultur in Vollmedium traten sogar zwei- bis
dreimal mehr Kolonien auf — dies wurde aber schon am ersten Tag nach Wegfall der
Selektion beobachtet, und das Verhiltnis verschlechterte sich wihrend der weiteren Kultur in
Vollmedium nicht (Abb. 4.23B, 4.23C). Offensichtlich enthielten also konstant nur ein Drittel
bis die Hilfte aller Hefezellen beide Plasmide.
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Abb. 4.23 Anzahl der Kolonien auf Selektions- (L'U") und Vollmedium (YP). 30 pl einer 1:100-Verdiinnung (A)
bzw. einer 1:500-Verdiinnung (B) wurden auf entsprechenden Agarplatten ausgestrichen, nach drei Tagen
wurden die Kolonien gezdhlt. Fiir ein Schema des Kulturprotokolls siche Abb. 4.8. A) Nach zwei Tagen
Selektion. B) Nach drei weiteren Tagen in Vollmedium. C) Verhiltnis der Anzahl Kolonien auf Selektions- zu
Vollmedium wihrend der Kultur.
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Ergebnisse

Weiterhin sollte {iberpriift werden, ob der Plasmidverlust in einer verminderten
Kapsidproteinexpression und einem Mangel an Zielplasmid resultiert. Hierfiir wurden
wiahrend der Hefekultur tiglich Aliquots entnommen und aus einem Volumen, das einer
konstanten Zellzahl entspricht, Protein- und DNA-Extrakte hergestellt. Die Dot-Blots in Abb.
4.24A und 4.24B bestitigen, dass es zu keinem gravierenden Verlust der L1- und L2-
Expression kommt, sondern sogar zu einer Akkumulierung der Proteine. Spalte a dient als
Negativkontrolle (ohne Induktion der Kapsidproteinexpression) — die Signale bei L2 sind
unspezifischer Hintergrund. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des vorigen
Experiments ist die Kopienzahl des Zielplasmids zwar in Selektionsmedium um den Faktor
zweil erhoht. Dennoch ist keine kontinuierliche Abnahme wihrend der weiteren Kultur zu
beobachten (Abb. 4.24C).

A) L1 B) L2 C) pEGFP-C3
vF - PDI2S __pD125 A : pDI25 A
a b ¢ a b ¢ d a b ¢ d d a b ¢ d
! L L
2 e L
4 B X L
. o200 L R A L J
16 N L R R
32 o osee
64 L
128

Abb. 4.24 Dot-Blots zur L1- (A) und L2-Expression (B) sowie der Anwesenheit von EGFP-DNA (C) wihrend
der Kultur. Protein- und DNA-Extrakte aus je 4 *10° Zellen wurden in einer Verdiinnungsreihe aufgetragen. A)
Detektion von L1-Protein mit CAMVIRI. B) Detektion von L2-Protein mit Serum # 20. C). DNA-Detektion mit
radioaktiv markierter pPEGFP-C3-Sonde. VF = Verdiinnungsfaktor. a = zwei Tage Kultur. b = drei Tage Kultur. ¢
= vier Tage Kultur. d = fiinf Tage Kultur.

4.1.7 Nachweis assoziierter DNA

Die fehlende Infektiositdt der Partikel konnte auf einer mangelnden Verpackung der DNA in
den Hefezellen beruhen. Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Enkapsidierung ist, dass die
Zusammenlagerung der Partikel im Zellkern der Hefe stattfindet, wo sich auch das
Zielplasmid befindet. Deshalb wurde eine L1-Immunfluoreszenz mit Hefezellen nach
Galaktose-Induktion durchgefiihrt. Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 4.25
lassen vermuten, dass sich die Lokalisierung von L1 iiber die gesamte Hefezelle, also auch
den Nukleus, erstreckt.
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Abb. 4.25 Hefe-Immunfluoreszenz mit CAMVIR1 zur Lokalisierung der L1-Expression innerhalb der Hefezelle.
Konfokalmikrospische Analyse. A) Fluoreszenzaufnahme. B) Durchlichtaufnahme. C) Uberlagerung von A) und
B).

Weiterhin sollte analysiert werden, ob Partikel aus dem Hefe-Rohextrakt mit dem Zielplasmid
assoziiert sind. Um mit Pseudovirionen assoziiertes Zielplasmid nachzuweisen, wurden
Heparinsédule-Fraktionen dialysiert, erst mit DNase I (zum Entfernen externer DNA) und dann
mit Proteinase K (zum Freisetzen von durch Partikel geschiitzter DNA) behandelt, und mit
einer EGFP-Sonde im Dot-Blot analysiert. Dabei zeigten die Partikel-haltigen Fraktionen
tatsidchlich schwache Signale (Abb. 4.26). Im Vergleich zum Mengenstandard liegen etwa 20-
50 pg Plasmide vor. Daraus ergibt sich, dass umgerechnet weniger als 3 * 10> mit Plasmid
assoziierte Partikel pro ml Kultur (gegeniiber 2,3 * 10'°-10'"" Partikel/ml Kultur gemiB
ELISA; siche auch 4.1.3) vorliegen.

®0es e ¢
A ope I50pg T25pg 63pg 3 15pg 8pg <« Referenz-DNA
24 2
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E ; ‘A
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Abb. 4.26 DNA-Dot-Blot zum Nachweis von mit Partikeln assoziiertem Zielplasmid. Mit je 100 pl
Heparinsdule-Fraktionen der Hefeklone A, D und E wurde nach DNase I- und anschlieBender Proteinase K-
Behandlung ein DNA-Dot-Blot angefertigt. Die Detektion des Zielplasmids erfolgte mit einer EGFP-Sonde. Die
Partikel-haltigen Peakfraktionen sind blau gekennzeichnet. Referenz-DNA wurde zur Abschitzung der Menge in
den Fraktionen aufgetragen.

Auch in Fraktionen von CsCl-Gradienten lie3 sich mittels PCR und Southern-Blot DNase I-
resistente EGFP-DNA detektieren (Abb. 4.27). Die weite Streuung der Signale bei der PCR
kommt dadurch zustande, dass diese Methode sehr sensitiv ist. Mit den Southern-Blot-Daten
lassen sich eher quantitative Aussagen treffen. ErwartunsgemifB3 treten die intensivsten
Signale bei hoheren Schwebedichten auf (1,33-1,36 g/ml), die zum Teil charakteristisch fiir
mit DNA gefiillte Virionen sind. Allerdings sind diese Experimente kein eindeutiger Beweis
fiir die Anwesenheit verpackter DNA, da die Effizienz des DNase I-Verdaus nicht kontrolliert
wurde. Sie demonstrieren jedoch, dass die Partikel zumindest zum Teil mit dem Zielplasmid
assoziiert vorliegen und dass diese DNA-Partikel-Komplexe eine hohere Schwebedichte
aufweisen als leere VLPs.
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Abb. 4.27 Ll-capture-ELISA und EGFP-Nachweis von CsCl-Gradientenfraktionen zum Nachweis von mit
Partikeln assoziiertem Zielplasmid. Zuvor war ein Verdau mit DNase I und eine Proteinase K-Behandlung
durchgefiihrt worden. A) EGFP-DNA-positive Fraktionen: Nachweis durch Southern-Blot (Originaldaten nicht
gezeigt). B) EGFP-DNA-positive Fraktionen: Nachweis durch PCR (Originaldaten nicht gezeigt).

4.1.8 Versuch, die Kopienzahl des Zielplasmids zu erhohen

Nicht alle Selektionsmarker iiben einen vergleichbaren Selektionsdruck aus. Besonders der
leu2-d-Marker, bei dem stromaufwirts liegende regulatorische Sequenzen des Leucin-Gens
deletiert sind, bewirkt eine hohe Kopienzahl des Tragerplasmids, da eine Leucin-Expression
von weniger als 5 % im Vergleich zum Wildtyp kompensiert werden muss (Erhart und
Hollenberg, 1983). Fiir das Pseudovirionen-Produktionssystem ist dies jedoch ein Nachteil, da
auch das Zielplasmid von der 2um-Replikation abhéngig ist. Aufgrund der /eu2-d-bedingten
hohen Kopienzahl des Verpackungsplasmids liegt es vermutlich nur in geringer Kopienzahl
vor, da die Zelle insgesamt nur 60-100 Kopien 2um-Replikons aufrechterhalten kann (Rose
und Broach, 1990).
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Okkels publizierte 1996, dass eine vergleichbare Deletion im Bereich des Promotors des
Hefe-Selektionsmarkers ura3 zu einer dhnlich erhohten Kopienzahl fiihrt. Dieser Teil des
ura3-Promotors wurde aus dem EGFP-Zielplasmid deletiert (restriktionsenzymatisch mit Sbfl
und Clal), um eine #hnlich hohe Kopienzahl wie die des konkurrierenden L1/L2-
Expressionsplasmids mit /eu2-d-Marker zu erreichen.

Swa Swal
Sbf, \
URA 3 /
HPV16 URR

¢ ¢
/ ura3-Promotor
HPV16
CMV Promotor

URR ~Swa

CMV Promotor

EGFP
EGFP
MCS MCS

BGH polyA bases BGH polyA bases

pYES2*- pYES2*-EGFPbacAP,,,
EGFPbac mit ura3-Promotor-Deletion
9783 bp 9565 bp

Abb. 4.28 Deletion im Bereich des ura3-Promotors (siche Pfeil) von pYES2*-EGFPbac nach Okkels (1996).

Die EGFP-Expression des verkleinerten Plasmids pYES2*-EGFPbacAP,, wurde zunéchst in
Transfektionsexperimenten mit dem urspriinglichen Zielplasmid verglichen, wobei keine
Unterschiede festgestellt werden konnten (Abb. 4.29). Nach der Transformation von
Saccharomyces cerevisiae-Stamm # 1699-pD125 und der Selektion positiver Transformanden
(Abb. 4.30) wurden einzelne Klone entsprechend dem Kulturprotokoll zur
Pseudovirionenproduktion eingesetzt.

A) FACS-Analyse Fluoreszenzmikroskopie
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EGFPbac  EGFPbac 3 EGFPbac  EGFPbac C3
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EGFP-positive Zellen (%)
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Abb. 4.29 EGFP-Expression nach Transfektion von pYES2*-EGFPbac, pYES2*-EGFPbacAP,, bzw. pEGFP-
C3 in COS1- und CV1-Zellen: Quantitative FACS-Analyse (A) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen: B),
C) pYES2*-EGFPbac; D), E) pYES2*-EGFPbacAP,, (links jeweils Durchlichtaufnahmen, rechts
korrespondierende Fluoreszenzaufnahmen). A): Gezeigt wird ein reprisentatives Experiment (pEGFP-C3-
Transfektion der COS1-Zellen als 100 %-Standard; {iblicherweise lag der absolute Wert bei etwa 70 % EGFP-
positiver Zellen). Mit Hilfe des Effectene-Reagenz (Qiagen) wurden je 0,4 pg DNA zur Transfektion von zuvor
in 6-Loch-Platten ausgesidten CV1-Zellen eingesetzt (Duplikate).
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A) Deletion ura3-Promotor  B) Deletion bakterielle  C) L1-Nachweis D) EGFP-Nachweis

Sequenz
bp 1 2 3 4 5 PK PK' NK 1 2 3 4 5 MPK'PK'NKI 2 3 4 5 M PKNK 1 2 3 45 M PKNK

Abb. 4.30 PCR zur Detektion positiver Transformanden. PK = Positivkontrolle. PK™ = Positivkontrolle, nach
Deletion. PK™ = Positivkontrolle, Ausgangssequenz ohne Deletion. NK = Negativkontrolle, PCR-Ansatz ohne
DNA. M = Medium-Negativkontrolle (Mitgefiihrtes Medium ohne Hefen). A) Deletion des ura3-Promotors.
Amplikonlinge ohne Deletion: 459 bp, mit Deletion: 241 bp. Die Klone 1-5 zeigen wie die Positivkontrolle PK"
die 241 bp-Bande, aber auch Banden von ca. 1500 bp und 650 bp, die vermutlich durch die Amplifikation
genomischer Sequenzen entstanden sind. B) Deletion der bakteriellen Sequenz. Amplikonlédnge ohne Deletion:
2261 bp, mit Deletion: 384 bp. Bei den Klonen 1-5 ist wie bei der Positivkontrolle PK" die 384 bp-Bande zu
sehen. Die grofere Bande bei der Mediumkontrolle ist unspezifisch und beruht vermutlich auf einer
Kontamination. C) L1-Nachweis. Amplikonldnge 197 bp. Alle gezeigten Klone sind L1-positiv. D) EGFP-
Nachweis. Amplikonldnge: 237 bp. Alle gezeigten Klone sind EGFP-positiv. Das Signal bei der
Mediumkontrolle stammt von den Primern im Ansatz; eine entsprechende, schwichere Bande liegt auch bei der
Negativkontrolle vor.

Wihrend der Kultur wurden Aliquots entnommen und aus dem einer konstanten Zellzahl
entsprechendem Volumen DNA-Extrakte hergestellt, die in einer Dot-Blot-Hybridisierung mit
einer EGFP-Sonde analysiert wurden. Im Vergleich zu einem Hefeklon, bei dem der ura3-
Promotor nicht deletiert vorliegt, ist keine Zunahme der Kopienzahl bei dem Hefeklon mit
Promotordeletion zu erkennen (Abb. 4.31). Offensichtlich konnte durch die Modifizierung des
Selektionsmarkers keine erkennbare Erh6hung der Kopienzahl erreicht werden.

pD125 mit ura3-Promotor ohne ura3-Promotor
VF d a b ¢ d a b ¢ d
! 9o 90e o
2 %9 e v
4
8
16

Abb. 4.31 Dot-Blot zum Vergleich der Kopienzahl des Zielplasmids. DNA wurde aus Hefekultur an
verschiedenen Tagen aus dem 2,4 *10° Zellen entsprechenden Volumen gewonnen. Die Hybridisierung wurde
mit einer pEGFP-C3-Sonde durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente pD125 (ohne Zielplasmid). VF =
Verdiinnungsfaktor. a = zwei Tage Kultur. b = drei Tage Kultur. ¢ = vier Tage Kultur. d = fiinf Tage Kultur.

Deshalb ist auch nicht verwunderlich, dass auch mit den Promotor-deletierten Klonen keine
infektiosen Pseudovirionen hergestellt werden konnten: Wurden CVI1-Zellen mit
Rohextrakten dieser Klone inkubiert, konnte keine detektierbare Pseudoinfektion erzielt
werden (Abb. 4.32).
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Abb. 4.32 FACS-Analyse von mit Hefe-Rohextrakten behandelten CV1-Zellen (pD125; Klone 1, 2, 3). Zwei
Tage nach 80 min Inkubation von 2 ml Rohextrakt/6-Loch bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und
im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Als Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium und
mit Hefeextrakt ohne EGFP-Plasmid (pD125). Als Positivkontrolle diente eine Transfektion mit 0,5 pg pEGFP-
C3.

Y Geo Mean

In dieser Arbeit konnten mit dem Hefe-Produktionssystem HPV16 L1/L2 VLPs isoliert
werden, die auch zumindest teilweise mit dem EGFP-Zielplasmid assoziiert waren, doch eine
Pseudoinfektion von Zielzellen konnte nicht nachgewiesen werden. Um dennoch infektiose
HPV16 Pseudovirionen zu erhalten und Pseudoinfektionsexperimente durchfiihren zu kénnen,

wurde ein in vitro-Produktionssystem gewahlt.

4.2 In vitro-Pseudovirionen-Produktion durch Disassembly/Reassembly

Abb. 4.33 stellt das bereits in 1.4.1 ndher beschriebene Prinzip der in vitro-Konstruktion von
Pseudovirionen nach Kawana et al. (1998a) dar. Diese Methode wurde als Alternative zum
Hefe-Produktionssystem gewéhlt, da sie vergleichsweise unaufwindig durchzufiihren ist.

@ Entfernen des @
l3 -Mercapto- O B-Mercapto- @
~othanol > ethanols
@ @ cthano “Jurch Dialyse * Dialyse @

Abb. 4.33 Konstruktion von Pseudovirionen durch in vitro-Disassembly/Reassembly nach Kawana et al.
(1998a). Im Baculovirus-System hergestellte VLPs werden erst durch die Zugabe von B-Mercaptoethanol
dissoziiert, wobei sie in Kapsomere zerfallen. Durch das dialytische Entfernen des B-Mercaptoethanols in
Gegenwart eines Reporterplasmids bilden sich wieder Partikel, die damit assoziiert sind.

4.2.1 Konstruktion von HPV16 L1/L2 Pseudovirionen

Die Herstellung der HPV16 L1/L2 VPLs in Insektenzellen wurde von Frau B. Aengeneyndt
durchgefiihrt; die verwendeten Baculovirusstimme wurden von Herrn Dr. M. Miiller zur
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Ergebnisse

Verfiigung gestellt. Transmissionselektronenmikroskopische Analysen machten Herr Prof.
Dr. H. Zentgraf und Frau B. Hub. Nach der Dichtezentrifugation wurden die VLP-Fraktionen
in L1- und L2-Western-Blots und unter dem Elektronenmikroskop iiberpriift sowie ihre
Proteinkonzentration in einem Coomassie-Gel mit einem BSA-Standard ermittelt. Da sich mit
EM-Bildern die Qualitidt einer Prdparation nur bedingt beurteilen ldsst, wurden die
Priparationen in einem capture-ELISA, der nur L1 mit korrekter Konformation (also Partikel
oder Kapsomere) detektiert, mit einer Referenz verglichen. Dabei traten bei den einzelnen
Praparationen durchaus Qualititsschwankungen auf, wie sich durch unterschiedliche ELISA-
Reaktivititen im Verhéltnis zur L1-Proteinkonzentration zeigte. Manche Préparationen
enthielten einen hohen Anteil an Intermediatformen (siche Sucrosegradienten in Abb. 4.10A
und 4.10B oder verklumpten Partikeln (zum Teil elektronenmikroskopisch erkennbar).

Ausgehend von der Konzentrationsabschidtzung mittels ELISA wurden die Partikel bei der
Disassembly/Reassembly (D/R) zusammen mit zehnfach molaren Mengen an dem
Reporterplasmid pEGFP-C3 (Clontech) eingesetzt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
dokumentieren das Zerfallen der Partikel in Kapsomere und die anschlieBende
Zusammenlagerung, wobei auch das grofitenteils freie, zum Teil aber auch mit den Partikeln
assoziierte Plasmid zu sehen ist (Abb. 4.34).

a © @

® : DNA
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Abb. 4.34 TEM-Aufnahmen von VLPs, die im Baculovirus-System hergestellt wurden (A), Kapsomere nach
Disassembly der Partikel (B) und nach Dialyse wieder rekonstituierte Partikel (C), bei denen nicht verpackte
DNA zu sehen ist. Der GroBenmarker zeigt 50 nm an.

Zonensedimentation

Sedimentationsanalysen mit Sucrose-Gradienten sind ebenfalls geeignet, um den
Dissoziations-Reassoziations-Prozess  darzustellen. Die gewédhlten  Zentrifugations-
bedingungen flihren zu einer Auftrennung von Partikeln (168 S), unvollstindig
rekonstituierten Partikeln oder Aggregaten (~60 S) und Kapsomeren (11 S). Nach der
Fraktionierung wurden L1- und L2-Western-Blots sowie L1-ELISAs durchgefiihrt. In Abb.
4.35 und Abb. 4.36 sind reprisentative Gradientenprofile dargestellt. Abb. 4.35A) wurde
bereits in 4.1.3 erldutert. Erwartungsgemdl3 ist nach Disassembly unter den gewihlten
Bedingungen der Partikel-Peak (Fraktionen 3-6 in Abb. 4.35B) verschwunden, und dafiir
liegen Kapsomere (Fraktionen 16-19) vor: Der Zerfall in die Kapsiduntereinheiten ist sehr
effizient. Auflerdem sind im ELISA noch schwache Signale im Bereich der Fraktionen 8-10
(~60 S) zu sehen, die vermutlich auf partiell zusammengelagerten Partikeln oder
Intermediatformen beruhen (Abb. 4.35B). Nach Reassembly erscheint wieder ein Partikel-
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Peak, wobei die Anwesenheit des Plasmids keinen Einfluss auf den S-Wert der neu gebildeten
Kapside hat (Abb. 4.36A, 4.36B). Auch bei einer elektronenmikroskopischen Betrachtung
einzelner Fraktionen (freundlicherweise von Frau B. Hub durchgefiihrt) waren keine
morphologischen  Unterschiede sichtbar (Abb. 4.37). Je nach Effizienz der
Zusammenlagerung bleibt noch ein mehr oder weniger ausgeprigter Kapsomer-Peak erhalten,
und ein variabler Anteil des Materials findet sich in den Fraktionen 7-12. Diese Intermediate
oder ,.falsch* aggregierten Proteine sind aber auch in manchen VLP-Ausgangspréparationen
zu finden (siche Abb. 4.10A); manchmal reduziert sich ihr Anteil sogar nach einer
Disassembly/Reassembly. Die Western-Blots entsprechen den ELISA-Profilen. Dies belegt,
dass keine groBen Mengen an denaturiertem L1 vorliegen und dass die Partikel und
Kapsomere aus L1 und L2 bestehen.
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Abb. 4.35 Sucrosegradienten: L1-capture-ELISA und Western-Blot (L1: CAMVIRI, L2: # 20). 30-50 ug VLPs
wurden auf einen Gradienten geladen und 3 h bei 36 000 rpm und 4 °C im Rotor SW 41 zentrifugiert. Danach
wurden 600 pl-Fraktionen gewonnen und analysiert. A) VLP-Priparation vor Disassembly. B) Nach
Disassembly. Dunkelblau: Sucrosekonzentration. Orange: ELISA-Werte.

89



Ergebnisse

C) Reassembly ohne Plasmid
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D) Reassembly mit Plasmid
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Abb. 4.36 Sucrosegradienten: L1-capture-ELISA und Western-Blot (L1: CAMVIRI, L2: # 20). 30-50 pg VLPs
wurden auf einen Gradienten geladen und 3 h bei 36 000 rpm und 4 °C im Rotor SW 41 zentrifugiert. Danach
wurden 600 pl-Fraktionen gewonnen und analysiert. A) Reassembly ohne Plasmid. B) Reassembly mit Plasmid
(pEGFP-C3). Dunkelblau: Sucrosekonzentration. Hellblau/Griin: ELISA-Werte.
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Abb. 4.37 Sucrosegradienten: TEM-Aufnahmen von Fraktionen eines Gradienten mit Disassembly/Reassembly-
Material (mit Plasmid). A) Partikel, zum Teil miteinander assoziiert. B) Kapsomere.

Gleichgewichtszentrifugation

Im CsCl-Gradienten sammeln sich leere VLPs bei einer Schwebedichte von 1,29-1,30 g/ml,
wihrend mit DNA gefiillte Virionen bei 1,34-1,36 g/ml bandieren (Breedis ef al., 1962). Wie
erwartet, sammeln sich rekonstituierte Partikel nach Disassembly bei der gleichen
Schwebedichte wie das VLP-Ausgangsmaterial (Abb. 4.38A, 4.38B), ndmlich bei 1,29-1,30
g/ml. Ist allerdings Plasmid bei dem Reassembly-Prozess anwesend (Abb. 4.39), formiert sich
ein zweiter distinkter Peak im Dichtebereich DNA-haltiger Partikel (1,32-1,35 g/ml; siehe
Markierung). Auch hier korrespondieren die Western-Blots mit den ELISA-Profilen. Diese
Daten implizieren die Enstehung DNA-haltiger Pseudovirionen nach
Disassembly/Reassembly.
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Abb. 4.38 CsCl-Gleichgewichtszentrifugation: L1-capture-ELISA und Western-Blot (L1: CAMVIR1, L2: # 20).
Je 15 pg Partikel wurden mindestens 40 h bei 48 000 rpm und 10 °C im Rotor 70.I Ti zentrifugiert. Nach der
Fraktionierung wurden die Gradienten mit dem Refraktometer vermessen. A) VLPs. B) Reassembly ohne

Plasmid.
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Abb. 4.39 CsCl-Gleichgewichtszentrifugation: L1-capture-ELISA und Western-Blot (L1: CAMVIR1, L2: # 20).
Reassembly mit Plasmid (pEGFP-C3). 15 pg Partikel wurden mindestens 40 h bei 48 000 rpm und 10 °C im
Rotor 70.I Ti zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurde der Gradient mit dem Refraktometer vermessen. Der
zusitzliche Peak bei 1,32-1,35 g/ml ist markiert.

4.2.2 Zielzellen konnen mit Disassembly/Reassembly (D/R)-Material pseudoinfiziert

werden
4.2.2.1 Die Transgenexpression von EGFP oder B-Galaktosidase ist detektierbar

Um einen Gentransfer mittels Pseudovirionen in Zielzellen zu detektieren, wurden EGFP und
-Galaktosidase als Reportergene verwendet. Hierfiir wurden Disassembly/Reassembly-
Priparationen mit einem je zehnfach molarem Uberschuss an pEGFP-C3 oder pPCMVp (beide
Plasmide von Clontech) hergestellt und mit COS1-Zellen inkubiert. Die Expression von
EGFP wurde in vivo unter dem Invers-Fluoreszenz-Mikroskop betrachtet. Fiir die Detektion
von B-Galaktosidase wurden die Zellen fixiert und mit X-Gal-Féarbelosung inkubiert, bis das
blaue Prézipitat sichtbar wurde. In Abb. 4.40B) ist die resultierende Expression von [-
Galaktosidase klar zu erkennen. Die Fluoreszenzen in Abb. 4.40F liegen ebenfalls eindeutig
iiber dem Hintergrund. Zellen mit D/R-Material ohne DNA zeigten weder [3-Galaktosidase-
Aktivitdt noch Fluoreszenz.
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Abb. 4.40 Transgenexpression nach Inkubation von COSI1-Zellen mit D/R-Material. Drei Tage nach 2 h
Inkubation bei Raumtemperatur mit 5 pg D/R-Material/6-Loch wurde die Genexpression iiberpriift. Als
Positivkontrolle dienten Transfektionen mit 0,5 pg Plasmid. A) pCMVB-Transfektion. B) D/R mit pCMV als
Reporterplasmid. C) pEGFP-C3-Transfektion, Durchlicht-Aufnahme. D) pEGFP-C3-Transfektion, Fluoreszenz-
Aufnahme. E) D/R mit pEGFP-C3 als Reporterplasmid, Durchlicht-Aufnahme. F) D/R mit pEGFP-C3 als
Reporterplasmid, Fluoreszenz-Aufnahme. Die Pfeile markieren EGFP-positive Zellen.

Abb. 4.41 prasentiert die FACS-Analyse von mit EGFP-D/R-Material inkubierten COSI-
Zellen (violette Kurve in Abb. 4.41A, Abb. 4.41C) gegeniiber unbehandelten Zellen (blaue
Kurve in Abb. 4. 41A, Abb. 4.41B) und einer pEGFP-C3-Transfektion (tiirkisfarbene Kurve
in Abb. 4.41A, Abb. 4.41D). Verglichen mit der Transfektion weisen die EGFP-positiven
Zellen nach Inkubation mit D/R-Material eine geringere Fluoreszenzintensitit auf.
Anscheinend werden durch diese Art des Gentransfers weniger Plasmide in eine einzelne
Zelle geschleust als mit der Effectene-Transfektionsmethode iiber DNA-Lipidkomplexe —
dennoch liegt die Anzahl EGFP-positiver Zellen und ihre Fluoreszenzintensitdt deutlich {iber
dem Hintergrund.

Die Detektionsgrenze fiir eine FACS-Messung lag bei 4-8 ng D/R-Material pro 6-Loch (nach
Konzentrationsbestimmung im L1-capture-ELISA). Insgesamt wurde beobachtet, dass der
Gentransfer mit EGFP-D/R-Material effizienter ausfiel als mit B-Galaktosidase-D/R-Material.
Dies konnte durch die unterschiedlichen Plasmidgrofen bedingt werden. Das kleinere
pEGFP-C3 (4,7 kb) wiirde demnach effizienter mit den Partikeln assoziieren als pCMV (7,2
kb). Die im ELISA ermittelte Ausbeute an D/R-Material lag generell bei 40-80 % des
eingesetzten VLP-Materials, wobei der L1-capture-ELISA nicht nur Partikel, sondern auch
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Kapsomermaterial detektiert, und keine Aussage zum Anteil infektioser Pseudovirionen
getroffen werden kann. Der Verlust kann auf einer Adsorption der Kapside an den
Dialyseschlauch oder auf Degradation wihrend der Dialyse und Disassembly/Reassembly
beruhen. Auch die Effizienz des Gentransfers durch mittels ELISA standardisierte Mengen an
D/R-Material schwankte erheblich: Beim Einsatz von 3 pg/6-Loch lag der Anteil EGFP-
positiver Zellen ofter bei ca. 30 %; manchmal konnten aber auch nur weniger als 1 %
detektiert werden. Dies wurde auf unterschiedliche Qualitdten des VLP-Ausgangsmaterials
und die Effizienz des Disassembly/Reassembly-Prozesses zuriickgefiihrt. Generell wurde D/R-
Material innerhalb weniger Wochen nach der Herstellung verbraucht, da mit ldngerer
Lagerung bei 4 °C die Infektiositdt und der ELISA-Titer sanken.
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Abb. 4.41 FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten COS1-Zellen und Kontrollen. A) Histogramm.
Blau: Medium-Kontrolle. Violett: D/R-Material. Tiirkis: Transfektion. B) Dot-Blot: Medium-Negativkontrolle.
C) Dot-Blot: D/R-Material. D) Dot-Blot: Transfektion.

4.2.2.2 Der Gentransfer ist partikelabhingig

Die Reportergenexpression, die nach der Inkubation von Zielzellen mit D/R-Material
detektiert werden kann, beweist noch nicht, dass der Gentransfer durch infektiose
Pseudovirionen vermittelt wird. Deshalb wurde in einer Reihe von Experimenten untersucht,

ob der Gentransfer partikelabhéngig stattfindet.

Infektiositdt von Sucrosegradient-Fraktionen

40 pg D/R-Material mit pEGFP-C3 als Reporterplasmid wurden in einem Sucrosegradient
aufgetrennt. Die einzelnen Sucrosegradient-Fraktionen wurden auf ihre Kapazitit zum
Gentransfer getestet, indem sie nach Entfernen der Sucrose durch Dialyse mit COS1-Zellen
konfrontiert wurden. Nach drei Tagen wurde die Transgenexpression im Durchflusszytometer
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iiberpriift (Abb. 4.42). Dabei fand sich die Infektiositdt in den Fraktionen, die vollstindig
reassemblierte Partikel enthalten (3-7). Aber auch mit den Kapsomerfraktionen (18-19) wurde
ein Gentransfer beobachtet. Dies konnte bedeuten, dass sich wihrend der Dialyse die
Kapsomere erneut zu Partikeln zusammenlagern. Andererseits ist eine Transfektion der Zellen
durch Kapsomer-Plasmid-Aggregate nicht auszuschlieen.

Das Sedimentationsverhalten des Zielplasmids pEGFP-C3 (4,7 kb) ist in Abb. 4.43 zu sehen.
Je nach Konformation befindet es sich in den Fraktionen 13-18: Die relaxierte Isoform des
zirkuldren Plasmids ist hauptsdchlich in Fraktion 14 zu erkennen, der Peak der kompakteren
superhelikalen Isoform befindet sich in Fraktion 15, und lineares Plasmid bandiert in den
Fraktionen 16 und 17. Der in Abb. 4.42 présentierte Gentransfer beruht also nicht auf nackter
DNA.
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Abb. 4.42 FACS-Analyse von mit Sucrosegradient-Fraktionen (40 pg D/R-Material) behandelten COS1-Zellen.
Drei Tage nach 1,5 h Inkubation von 200 pl Fraktion/6-Loch bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet
und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Als Negativkontrollen diente eine Inkubation mit Medium
M).
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Abb. 4.43 Sedimentationsverhalten von pEGFP-C3 im Sucrosegradient. Je 15 pg DNA wurden im
Sucrosegradient aufgetrennt (gleiche Bedingungen wie in Abb. 4.42). Je 15 pl Fraktion wurden auf einem 0,8 %
Agarosegel analysiert.
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Spezifische Blockierung der Pseudoinfektion durch neutralisierende Antikérper und Heparin
Ein weiterer Beleg flir einen partikelvermittelten Gentransfer liefert das in Abb. 4.44
dargestellte Experiment: Hier wurde das D/R-Material hitzeinaktiviert bzw. mit verschiedenen
HPV16 Ll-neutralisierenden Antikorpern priinkubiert. Im Gegensatz zu einem
unspezifischen Serum fiihrten die spezifischen Antikorper in der eingesetzten Konzentration
zu der Abnahme des Gentransfers um mindestens 70 %, und die Hitzeinaktivierung hob die
Infektiositit komplett auf. DNA ohne Partikel gelangte offensichtlich nicht in die Zellen, denn
hier war keine EGFP-Expression nachweisbar. Ebenso fiihrte D/R-Material ohne pEGFP-C3
zu keiner Fluoreszenz (Abb. 4.45).
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Abb. 4.44 FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten COS1-Zellen. Vor der Pseudoinfektion wurde ein
Teil des D/R-Materials mit verschiedenen HPV 16 Ll-spezifischen Antikérpern (1.3, H16.U4, H16.V5,
H16.E70; 1.4) bzw. mit unspezifischem Serum in der Verdiinnung 1:1000 {iber Nacht bei 4 °C prainkubiert. US
= unspezifisches Serum einer nicht immunisierten Maus. Die hitzeinaktivierte Probe wurde 10 min gekocht. Drei
Tage nach 1 h Inkubation von 3 pg Pseudovirionen/6-Loch bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und
im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Als Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium und
eine dquivalente Menge Plasmid-DNA ohne Partikel, als Positivkontrolle eine Transfektion mit 0,5 ug pEGFP-
C3.
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Abb. 4.45 FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten COS1-Zellen. Drei Tage nach 1 h Inkubation von 3
ng D/R-Material/6-Loch bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert
(Duplikate). Gezeigt sind Mittelwerte von zwei unabhéngigen Experimenten, das D/R-Material mit Plasmid
wurde als 100 %-Standard gesetzt. Als Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium, eine dquivalente
Menge Plasmid-DNA ohne Partikel, und eine dquivalente Menge D/R-Material ohne Plasmid.
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Heparin bindet und blockiert HPV-Virionen (Siehe 1.4). Eine vollstindige Blockierung von
HPV16-Pseudovirionen aus COS7-Zellen erzielten Giroglou et al. (2001) mit 50 pg/ml
Heparin. Abb. 4.46 zeigt ein repridsentatives Experiment, bei dem schon ab einer
Heparinkonzentration von 25 pg/ml keine tiber dem Hintergrund liegende Fluoreszenz mehr
detektierbar ist. Dieser Befund bestétigt, dass die durch in vitro-Disassembly/Reassembly
hergestellten Pseudovirionen ebenfalls zur Pseudoinfektion die Bindung an Heparansulfat auf
der Zelloberflache bendtigen.

100

80

60

40
20

EGFP-positive Zellen (%)

0 = — N}

Medium  ohne 50 25 10 5 1
Pridinkubation

Heparin-Konzentration bei Priinkubation (pl/ml)

Abb. 4.46 Blockierung der Pseudoinfektion durch Heparin: FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten
COS1-Zellen. Vor der Pseudoinfektion wurden je 1 pg D/R-Materials mit verschiedenen
Heparinkonzentrationen iiber Nacht bei 4 °C préinkubiert. Drei Tage nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Unbehandeltes D/R-Material
wurde als 100 %-Standard gesetzt.

Titrationen mit HPV-neutralisierenden Antikérpern

Sieben HPV16 L1-spezifische neutralisierende Antikorper und ein HPV11 L1-spezifischer
neutralisierender Antikorper (F1) wurden in verschiedenen Konzentrationen bei der
Prainkubation von Pseudovirionen eingesetzt. So wurde die jeweilige Mindestkonzentration
fiir eine detektierbare Inhibition des Gentransfers ermittelt. Dabei erzielten alle getesteten
HPV16-L1-spezifischen Antikorper eine dosisabhdngige Blockierung der Pseudoinfektion
(Abb. 4.47A-G), wobei die Mindestkonzentration bei den aufgereinigten Antikérpern
zwischen 1-40 pg/ml lag (Tab. 4.1). Dagegen waren fiir einen neutralisierenden Effekt bei
dem polyklonalen Kaninchenserum 4543 mindestens 100 pg Protein/ml erforderlich. Es
konnte keine Kreuzneutralisierung mit dem HPV11-spezifischen Antikdrper F1 beobachtet
werden (Abb. 4.47H).
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Abb. 4.47 Blockierung der Pseudoinfektion durch neutralisierende Antikdrper: FACS-Analyse von mit D/R-
Material behandelten COS1-Zellen. Vor der Pseudoinfektion wurde das D/R-Material mit verschiedenen
Antikorper-Konzentrationen iiber Nacht bei 4 °C préinkubiert. Drei Tage nach 2 h Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Gezeigt sind
reprasentative Experimente, mit unbehandeltem D/R-Material als 100 %-Standard. HPV16-spezifische
Antikorper: A) H16.E70. B) H16.U4. C) H16.V5. D) 25/C. E) 1.3. F) 1.4. G) 4543. HPV11-spezifischer

Antikorper: H) F1.
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Tab. 4.1 Auflistung der Konzentrationen der eingesetzten Antikérper.

Ein neutralisierender Effekt ist noch sichtbar bei

Antikorper Konzentration . . .
der Verdiinnung der Proteinkonzentration
H16.E70 40 mg/ml 1:1000 40 pg/ml
H16.U4 40 mg/ml 1:5000 8 ug/ml
H16.V5 20 mg/ml 1:10 000 2 pg/ml
25/C 2,5 mg/ml 1:500 5 ng/ml
1.3 0,5 mg/ml 1:500 1 pg/ml
14 20 mg/ml 1:20 000 1 pg/ml
4543 100 mg/ml 1:1000 100 pg/ml
F1 3 mg/ml - -

Analyse ausgewdhlter Humanseren

Weiterhin wurden zehn Humanseren (freundlicherweise von Herrn Dr. M. Pawlita, DKFZ
Heidelberg, zur Verfiigung gestellt) auf ihren Einfluss auf die Pseudoinfektion untersucht.
Tab. 4.2 gibt eine Ubersicht iiber die Seren und ihre im ELISA detektierte Spezifitit.

Tab. 4.2 Ubersicht iiber die in Abb. 4.48 getesteten Humanseren. Die Seren stammen aus drei Quellen und
wurden freundlicherweise von Herrn Dr. M. Pawlita, DKFZ Heidelberg, ebenso wie die zugehorigen ELISA-
Daten, zur Verfligung gestellt.

Neutralisierung von

Bezeichnung Herkunft Reaktivitit im ELISA oL
HPV16 Pseudovirionen

1010 0-Wochen CVLP-Vakzinierungsstudie: oHPV16 L1 negativ nein

1010 4-Wochen 0 Wochen = Préimmunseren; oHPV16 L1 positiv: 1156 mOD nein

1015 0-Wochen 4 Wochen = nach oaHPV16 L1 negativ nein

1015 4-Wochen Immunisierung aHPV16 L1 positiv: 1144 mOD ja

10597 oHPV18 L1 positiv: 2153 mOD; nein
Zervixkarzinom-Patientinnen aHPV16 L1 negativ

10770 aHPV18 L1 positiv: 761 mOD; nein
oHPV16 L1 negativ

M125 oHPV6b L1 positiv: 1237 mOD nein

Familien-Studie: gesunde oHPV11 L1 positiv: 674 mOD
Ménner (M), Frauen (F)und  HPV16 und HPV18 L1 negativ

M139 Kinder (K) aHPV1 L1 positiv: 1729 mOD nein
oaHPV16 und HPV18 L1 negativ
Fo62 aHPV6b L1 positiv: 2011 mOD nein

aHPV11 L1 positiv: 1150 mOD
aHPV16 und HPV18 L1 negativ
K b 177 oHPV6b L1 positiv: 2248 mOD nein
aHPV11 L1 positiv: 1145 mOD
oHPV16 und HPV18 L1 negativ

Wie vermutet, zeigt Serum 1015 4-Wochen in Ubereinstimmung mit der ELISA-Reaktivitit
fir HPV16 L1 im Gegensatz zu Serum 1015 0-Wochen eine neutralisierende Wirkung. Im
Gegensatz dazu ist dies bei Serum 10104-Wochen nicht der Fall: Nicht alle ELISA-positiven
Seren sind auch neutralisierend. Offensichtlich erkennen die HPV16-spezifischen Antikorper
dieses Serums keine neutralisierenden Epitope.
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Abb. 4.48 Blockierung der Pseudoinfektion durch neutralisierende Antikdrper: FACS-Analyse von mit D/R-
Material behandelten COS1-Zellen. Vor der Pseudoinfektion wurden je 3 pug D/R-Material mit Serum in den
Verdiinnungen 1:50 und 1:100 iiber Nacht bei 4 °C préinkubiert. Drei Tage nach 2 h Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Gezeigt ist ein
repréasentatives Experiment, mit unbehandeltem D/R-Material als 100 %-Standard.

Bei den anderen Seren, die im ELISA positiv fiir Antikdrper mit Spezifitdt fiir HPV1S,
HPV6b, HPVI11 und HPV1 reagierten, ist keinerlei Kreuzneutralisierung zu beobachten.
Allerdings ist nicht bekannt, ob diese Seren wirklich neutralisierende Antikorper enthalten.

Insgesamt konnte nach Inkubation des D/R-Materials mit Zielzellen ein partikelabhdngiger
Gentransfer nachgewiesen werden: Bei der Analyse von Sucrosegradienten fand sich die
Infektiositit in den Partikelfraktionen, und der Gentransfer wurde durch die
Hitzeinaktivierung oder die Prdinkubation des D/R-Materials mit spezifischen
neutralisierenden Antikorpern sowie Heparin blockiert. Die durch Disassembly/Reassembly
hergestellten Pseudovirionen eignen sich auch zur Untersuchung von Humanseren auf
HPV16-spezifische neutralisierende Antikorper.

4.2.3 Die Pseudoinfektion mit Disassembly/Reassembly-Material folgt einer ,,One-hit-
Kinetik*

Bei einer Infektion mit One-hit-Kinetik ist die Anzahl der infizierten Zellen direkt
proportional zur eingesetzten Viruskonzentration. Hingegen kommt es bei einer Two-hit-
Kinetik mit steigender Konzentration zu einer logarithmischen Zunahme an
Infektionsereignissen (Davis et al., 1970). Wéhrend bei einer One-hit-Kinetik ein infektidses
Partikel pro Zelle ausreicht, um eine Infektion auszuldsen, sind bei Viren mit 7wo-hit-Kinetik
mindestens zwei infektiose Virionen pro Zelle notwendig.
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Abb. 4.49 One-hit- und Two-hit-Kinetik im Dosisdiagramm (Verédndert nach Flint et al., 2000). Die Anzahl der
infektiosen Ereignisse (z.B. Plaques) ist gegen die relative Konzentration des Virus aufgetragen (lineare Skalen).
Liegt ein One-hit-Mechanismus vor, resultiert eine Gerade. Bei einer Two-hit-Kinetik ist die Beziehung erst ab
einer bestimmten Viruskonzentration direkt proportional.

Um die Kinetik der HPV16 L1/L2 Pseudovirionen zu charakterisieren, wurden COS1-Zellen
mit linear sinkenden Konzentrationen von  Disassembly/Reassembly-Praparation
pseudoinfiziert. Die FACS-Messung in Abb. 4.50 zeigt: Der Gentransfer mit Pseudovirionen
steht in einer linearen Korrelation zur Partikelmenge. Es liegt also eine One-hit-Kinetik vor.
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Abb. 4.50 Dosis-Antwort-Verhéltnis: FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten COSI1-Zellen. Drei

Tage nach 1,5 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer
analysiert (Duplikate). Gezeigt ist ein représentatives Experiment.

4.2.4 Die Pseudoinfektiositit wird durch eine DNase-Behandlung aufgehoben

Um Hinweise auf die Art der Assoziation des Reporterplasmids mit den Partikeln zu erhalten,
wurde das D/R-Material vor der Pseudoinfektion einer Behandlung mit DNase I (Abb. 4.51A)
oder Mikrokokkus-Nuklease (Abb. 4.51B) unterzogen. Hierfiir wurden Bedingungen gewéhlt,
die die Integritit der Partikel nicht beeintrdchtigen, was zuvor mittels ELISA kontrolliert
worden war. Beide Prozeduren fiithrten zu einem Verlust der Infektiositdt. Mit verschiedenen
Methoden konnte keine DNase-resistente DNA nachgewiesen werden. Wurden sensitive
Nachweismethoden wie die PCR angewendet, traten zwar manchmal Signale auf, die aber
nicht reproduzierbar in den Partikelfraktionen zu finden waren (Daten nicht gezeigt). Es ist
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deshalb anzunehmen, dass bei den Pseudovirionen das Reporterplasmid nicht vollstidndig in
das Kapsid verpackt und damit vor einem enzymatischen Angriff geschiitzt vorliegt. Vielmehr
ist davon auszugehen, dass die DNA nur teilweise enkapsidiert wird oder von auflen an die
Partikel adsorbiert ist.

A) DNase | B) Mikrokokkus-Nuklease
5‘5 100 I 2 100
= =
2 80 = 80
=¥}
N N
g 60 @ 60 B
= =
s 40 z
3 g_ 40
(=W
5 20 & 20
= 2 [ _

=
=

Medium D/R D/R Medium D/R  D/R D/R D/R
DNase | ou U 5U
Mikrokokkus-Nuklease

Abb. 4.51 Infektiositit nach DNase-Behandlung: FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten COS1-
Zellen. Drei Tage nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im
Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Gezeigt sind reprisentative Experimente, mit unbehandeltem D/R-
Material als 100 %-Standard. A) DNase I-Behandlung. 3 ng Pseudovirionen wurden 30 min bei 37 °C mit 2 mg
DNase 1 inkubiert. B) Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung. 3 pg Pseudovirionen wurden 1 min bei
Raumtemperatur mit 1 U und 5 U Mikrokokkus-Nuklease inkubiert.

Um die Kapazitit von HPV16-Kapsidprotein, DNA unspezifisch zu binden, zu untersuchen,
wurden unbehandelte VLPs, denaturierte VLPs, VLPs nach Disassembly und VLPs nach
Disassembly/Reassembly in einer Verdiinnungsreihe auf drei Nitrocellulose-Membranen
aufgetragen. Zur Kontrolle der Proteinmenge wurde je eine Membran mit dem Serum 4543
und CAMVIRI1 analysiert. Wéhrend das Serum 4543 vor allem konformationelle Epitope
erkennt (entsprechend ist das Signal bei hitzebehandeltem L1 geringer; Abb. 4.52A),
detektiert der monoklonale CAMVIRI1-Antikdrper ein lineares Epitop in den denaturierten
Partikeln (Abb. 4.52B). Eine der Membranen wurde mit einer radioaktiv markierten DNA-
Sonde inkubiert. In Abb. 4.52C ist zu erkennen, dass Kapsidproteine in nativer Konformation
(VLPs, Kapsomere und rekonstituierte Partikel) effizient mit DNA auch ohne spezifische
Verpackungssequenzen interagieren kdnnen, wéihrend dies nach Denaturierung nicht mehr der
Fall ist. Fiir eine effiziente Bindung des Plasmids ist also die intakte Konformation der
Kapsidproteine wichtig.
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A) 4543 B) CAMVIRI1
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Abb. 4.52 Dot-Blot-Analyse zur DNA-Bindefahigkeit von Kapsidprotein. Unbehandelte VLPs, denaturierte
VLPs (zur Hitzedenaturierung 10 min mit Proteinladepuffer aufgekocht), VLPs nach Disassembly und VLPs
nach Disassembly/Reassembly wurden mittels ELISA standardisiert und in einer Verdiinnungsreihe auf eine
Nitrocellulose-Membran aufgetragen. A) Detektion von L1-Protein mit 4543. B) Detektion von L1-Protein mit
CAMVIRI1. C) DNA-Bindung nach Inkubation mit pEGFP-C3-Sonde.

4.2.5 Alle getesteten SV40 T-Antigen-positiven Zelllinien konnten pseudoinfiziert
werden

Zur Untersuchung des Tropismus der durch Disassembly/Reassembly hergestellten
Pseudovirionen wurden Zelllinien verschiedener Spezies und verschiedener Ursprungsgewebe
als Zielzellen fiir eine Pseudoinfektion eingesetzt: COS1-, COS7- und die dazu parentalen
CV1-Affennierenzellen; 293T- und 293-Zellen aus humanem Nierenepithel sowie HaSV-
Zellen (humane Vorhautkeratinozyten). In Abb. 4.53 sind die Ergebnisse mehrerer
unabhéngiger Experimente zusammengefasst: Jede Zelllinie wurde mindestens zweimal mit
dem Standard COSI1-Zellen verglichen. Dargestellt sind der prozentuale Anteil EGFP-
positiver Zellen (Abb. 4.53A) und Y Geo Mean-Werte (Abb. 4.53B), die die Verteilung der
Fluoreszenzintensitét aller iiber einem Grenzwert liegenden Zellen beschreiben (siehe auch
4.1.5). Als Negativkontrollen dienten jeweils Inkubationen mit Medium oder mit
neutralisierenden Antikorpern prainkubierte Pseudovirionen. Wie bereits in 4.1.5 beschrieben,
traten bei CV1-Zellen oft erhebliche Schwankungen der Autofluoreszenz auf (sieche auch
Abb. 4.16). Dieser Effekt ist auch in Abb. 4.53A zu sehen, denn die entsprechenden Y Geo
Mean-Werte in Abb. 4.53B demonstrieren, dass keine EGFP-positiven CV1-Zellen vorliegen,
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sondern lediglich ein groBerer Anteil an autofluoreszenten Zellen: Nach der Inkubation mit
D/R-Material liegt der Y Geo Mean-Wert nicht signifikant iiber dem Wert der
Mediumkontrolle, und auch die Prainkubation zeigt keinen inhibitorischen Effekt. Unter dem
Mikroskop konnten keine intensiv fluoreszierenden Einzelzellen detektiert werden, sondern
lediglich ein allgemeiner moderater Anstieg der Fluoreszenzintensitdt (Daten nicht gezeigt).
Wihrend bei CV1-Zellen also keine Pseudoinfektion nachgewiesen werden konnte, waren
COSI- und COS7-Zellen effizient pseudoinfizierbar: Sowohl der Anteil EGFP-positiver
Zellen als auch die Y Geo Mean-Werte liegen nach der Inkubation mit Pseudovirionen iiber
den Kontrollwerten. Das gleiche gilt fiir 293T-Zellen, und sogar bei den dazu parentalen 293-
Zellen ohne SV40 T-Antigen fanden sich in zwei von drei Experimenten sehr wenige EGFP-
positive Zellen, die auch unter dem Fluoreszenzmikroskop als solche zu erkennen waren
(Daten nicht gezeigt). HaSV-Zellen konnten zwar pseudoinfiziert werden, aber im Vergleich
zu den anderen T-Antigen-positiven Zelllinien konnten bei der gleichen Menge an
Pseudovirionen nur extrem wenig EGFP-positive Zellen detektiert werden. In Abb. 4.53C
sind pseudoinfizierte HaSV-Zellen zu sehen. Aufgrund der eindeutigen EGFP-Expression
besteht trotz der minimalen Verdnderung des Y Geo Mean-Werts (Abb. 4.53B) kein Zweifel
an der Pseudoinfektion.

Als Positivkontrolle und um die EGFP-Expression vergleichen zu konnen, wurden die
einzelnen Zelllinien mit dem Reporterplasmid pEGFP-C3 mittels Effectene-Reagenz (Qiagen)
transfiziert. Betrachtet man die Transfektionseffizienzen der verschiedenen Zelllinien in Abb.
4.54, so zeigen 293T- und 293-Zellen die héchsten Werte, gefolgt von COS1- und COS7-
Zellen. Bei CV1-Zellen und HaSV-Zellen resultieren die Transfektionen in einem wesentlich
geringeren prozentualen Anteil EGFP-positiver Zellen (Abb. 4.54A). Auch im Hinblick auf
die Fluoreszenzintensitit, die durch das Expressionsniveau von EGFP in den einzelnen Zellen
bestimmt wird, reichen CV1- und HaSV-Zellen nicht an die anderen Zelllinien heran (Abb.
4.54B).

Der Vorteil von COS1- und COS7-Zellen gegeniiber CV1-Zellen beruht vermutlich auf der
SV40 T-Antigen-abhidngigen episomalen Replikation des transfizierten Plasmids in den
abgeleiteten Zelllinien. Auch T-Antigen-positive 293T-Zellen, bei denen verglichen mit T-
Antigen-negativen 293-Zellen nach Transfektion geringfiigig mehr EGFP-positive Zellen
detektierbar sind, sind deutlich besser zu pseudoinfizieren. Insgesamt erscheint die
Amplifikation des SV40 ori-Plasmids in den meisten Zielzellen notwendig, um eine
Pseudoinfektion effizient detektieren zu konnen. Die Ausnahme bilden 293-Zellen, die nach
Transfektion iiber eine sehr hohe Transgenexpression verfiigen. Demnach wiére fiir eine
detektierbare Pseudoinfektion das Erreichen eines kritischen Expressionsniveaus
entscheidend. Dafiir spricht auch, dass bei HaSV-Zellen trotz SV40 T-Antigen nach
Pseudoinfektion nur sehr wenige EGFP-positive Zellen nachzuweisen sind. Keratinozyten
sind grundsitzlich schlecht transfizierbar (Lee und Taichmann, 1989; Dollard et al., 1993)
und weisen in der Regel ein niedriges Expressionsniveau von Transgenen auf. Dagegen
scheint der Gewebe- oder Zelltyp die Pseudoinfektion nicht einzuschrénken.
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Abb. 4.53 Pseudoinfektion verschiedener Zelllinien: FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten Zellen.
Drei Tage nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer
Mittelwerte, pseudoinfizierten COS1-Zellen als 100 %-Standard. Als
Negativkontrollen dienten eine Inkubation mit Medium bzw. mit priinkubierten Pseudovirionen (1 h bei
Raumtemperatur mit H16.U4 in einer 1:1000-Verdiinnung). D/R p.i. mit neutralisierenden Antikorpern
préiinkubierte Pseudovirionen. A) EGFP-positive Zellen (%). B) Y Geo Mean. C) Pseudotransfizierte HaSV-
Zellen: oben Durchlichtaufnahme, unten Fluoreszenzaufnahme.
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Abb. 4.54 Transfektionen verschiedener Zelllinien: FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten Zellen.
Drei Tage nach Transfektion von 0,4 png pEGFP-C3 wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer
analysiert (Duplikate). Mittelwerte, mit pseudoinfizierten COS1-Zellen als 100 %-Standard. A) EGFP-positive
Zellen (%). B) Y Geo Mean.
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4.2.6 L2 ist nicht notwendig, um infektiose Pseudovirionen zu erhalten, steigert aber die
Effizienz

Die Rolle des Nebenkapsidproteins L2 fiir die Pseudoinfektion wurde untersucht, indem
parallel HPV16 L1/L2 als auch HPV16 L1 VLPs bei der Disassembly/Reassembly eingesetzt
wurden. Gleiche Mengen der resultierenden Pseudovirionen wurden nach der Quantifizierung
mittels ELISA zur Pseudoinfektion von COS1-Zellen eingesetzt. In Abb. 4.55A ist zu sehen,
dass Pseudovirionen ohne L2 weniger infektios (~60 %) als L1/L2-Pseudovirionen sind. In
einem Neutralisierungsassay mit L1- und L2-spezifischen Antiseren (Abb. 4.55B, 4.55C)
wird deutlich, dass erwartungsgemill beide Arten von Pseudovirionen durch L1-spezifische
Antikorper (1.3) neutralisiert werden, wahrend nur L1/L2-Pseudovirionen auch durch ein L2-
spezifisches Serum (# 20) blockiert werden.
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Abb. 4.55 HPV16 L1/L2- und HPV16 L1-Pseudovirionen: FACS-Analyse von mit D/R-Material behandelten
COS1-Zellen. Drei Tage nach 2 h Inkubation mit 3 pg D/R-Material/6-Loch bei Raumtemperatur wurden die
Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). Zur Neutralisierung wurden die Proben bei 4
°C tiber Nacht mit Antikorper prainkubiert. Gezeigt sind représentative Experimente, mit unbehandeltem D/R-
Material als 100 %-Standard. # 20: aHPV16 L2. 1.3: aHPV16 L1. A) Vergleich der Infektiositit. B)
Neutralisierung von L1/L2-Partikeln. C) Neutralisierung von L1-Partikeln.
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Diese Daten zeigen, dass L2 zwar nicht notwendig ist, um infektiose Pseudovirionen mit
diesem System zu erhalten, aber dennoch wesentlich zur Effizienz des Gentransfers beitragt.
AuBerdem deutet die konzentrationsabhidngige Neutralisierung von L1/L2-Partikeln durch
einen L2-spezifischen Antikorper ebenfalls auf eine wichtige Funktion von L2 bei der
Pseudoinfektion hin.

4.2.7 Pseudovirionen durch direkte Interaktion

Auch ohne Disassembly/Reassembly konnen Partikel mit einem Reporterplasmid assoziieren;
die Wechselwirkung wurde als ,,direkte Interaktion* bezeichnet (Boursaghin et al., 2002). Es
sollte analysiert werden, ob durch die Koinkubation von VLPs mit Plasmid ein
partikelvermittelter Gentransfer moglich ist. Dazu wurden VLPs dialysiert und zusammen mit
der zehnfach molaren Menge an Reporterplasmid mit COS1-Zellen unter den gleichen
Bedingungen wie D/R-Pseudovirionen inkubiert. Es zeigte sich, dass keine vorherige
Koinkubation von DNA und VLPs nétig war, um einen partikelabhingigen Gentransfer zu
erhalten.

Meist erschienen diese Pseudovirionen sogar effizienter als entsprechende Mengen an D/R-
Pseudovirionen (Abb. 4.56A). Dies konnte allerdings darauf beruhen, dass der L1-capture-
ELISA nur die Konzentration an L1-Protein mit korrekter Konformation (also auch
Kapsomere) anzeigt, und keine genaue Quantifizierung infektioser Partikel ermdglicht. Nach
dem Disassembly/Reassembly-Prozess liegt ein Teil des L1-Proteins noch in Form von
Kapsomeren vor, und auch die reassemblierten Partikel konnten durch die Behandlung zum
Teil in ihrer Infektiositit beeintrdchtigt werden, ohne dass dies im ELISA zwingend zu
erkennen wire. In Vergleichen zwischen D/R-Pseudovirionen und ohne DNA dis- und
reassemblierten Partikeln, die zusammen mit Plasmid eingesetzt wurden, lag die hoéhere
Infektiositdt bei den D/R-Pseudovirionen (Abb. 4.56A, sieche auch Abb. 4.59C). Die
Verteilung der Fluoreszenzintensitit (Y Geo Mean) bewegte sich jedoch im gleichen Bereich
(Abb. 4.59B): Dies deutet an, dass sich die Zahl der eingeschleusten Reporterplasmide pro
Zelle bei beiden Pseudovirionentypen nicht unterscheidet.

Die konzentrationsabhéngige Blockierung des Gentransfers durch Prdinkubation mit dem
neutralisierenden Antikdrper H16.U4 in Abb. 4.56B bestitigt, dass auch der Gentransfer von
durch direkte Interaktion gebildeten Pseudovirionen partikelvermittelt ist.

Neben der Disassembly/Reassembly eignet sich auch die einfache und effiziente Methode der
direkten Interaktion fiir die in vitro-Synthese von Pseudovirionen.
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Abb. 4.56 Pseudovirionen durch direkte Interaktion: FACS-Analyse von mit Pseudovirionen behandelten COS1-
Zellen. Drei Tage nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im
Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). D/R superhelikal = D/R-Pseudovirionen. D/R + DNA = ohne DNA
dis- und reassemblierte Partikel, zusammen mit DNA verabreicht. VLPs + DNA = VLPs, zusammen mit DNA
verabreicht. A) Vergleich von durch mit und ohne D/R hergestellten Pseudovirionen. Gezeigt ist ein
reprasentatives Experiment, mit D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem Plasmid als 100 %-Standard. B)
Neutralisierung mit H16.U4. Die Pseudovirionen wurden 45 min bei Raumtemperatur mit verschiedenen
Antikorper-Verdiinnungen priinkubiert. Gezeigt ist ein reprdsentatives Experiment, mit unbehandelten
Pseudovirionen mit superhelikalem Plasmid als 100 %-Standard.

4.2.8 Vergleich verschiedener Plasmid-Isoformen bei der in vitro-Herstellung von
Pseudovirionen

Da die Plasmidkonformation die Effizienz des Gentransfers beeintrichtigen konnte
(Boursaghin et al., 2002), sollten Pseudovirionen mit superhelikalem, relaxiertem und
linearem Plasmid verglichen werden. Um relaxiertes Plasmid zu erhalten, wurde
Maxipraparations-DNA, die hauptsdchlich aus der superhelikalen Isoform bestand, mit
eukaryontischer DNA-Topoisomerase I iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Daraus resultierte
eine Population differenziell relaxierter bis hin zu vollstindig relaxierter Plasmide (Abb.
4.57). Die Linearisierung von pEGFP-C3 erfolgte durch den Verdau mit Mlul, wobei das
EGFP-Gen nicht beschidigt wurde.
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Abb. 4.57 Verschiedende Konformationen des pEGFP-C3-Plasmids. Je 1 pg, 100 ng und 10 ng von
superhelikalem, linearem und relaxiertem Plasmid wurden auf einem 0,8 % Agarosegel aufgetrennt.

Zonensedimentation und Vergleich der Infektiositdt

Die physikalische Struktur des Plasmids hat keine Auswirkung auf den Reassembly-Prozess:
Sucrosegradient-Profile von Préparationen, die nach Inkubation mit DNA verschiedener
Konformationen hergestellt worden waren, lieBen keine Unterschiede erkennen (Abb. 4.58).
Nach der Standardisierung der Pseudovirionenkonzentrationen mittels L1-capture-ELISA
wurde die Infektiositdt von D/R-Pseudovirionen mit Plasmid verschiedener Konformationen
und von durch direkte Interaktion hergestellten Pseudovirionen verglichen (Abb. 4.59).
Wiéhrend der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen indirekt ein Mall fiir die
Infektionseftizienz ist, gibt der Y Geo Mean-Wert die Verteilung der Fluoreszenzintensitét an,
die vom Expressionsniveau der Einzelzellen und somit von der Zahl der eingeschleusten
Reporterplasmide pro Zelle abhingt. Interessanterweise konnten keine Unterschiede bei dem
Anteil EGFP-positiver Zellen (Abb. 4.59A, 4.59C) oder bei der Fluoreszenzintensitit (Abb.
4.59B) nachgewiesen werden. Alle Pseudovirionentypen konnten durch eine Prainkubation
mit spezifischen Antikorpern neutralisiert werden (Abb. 4.59D).

Die Beobachtung, dass bei Pseudovirionen mit linearem Plasmid die Infektiositit nicht
beeintrachtigt ist, scheint mit der Vermutung, dass eine SV40 ori-Replikation des Plasmids
fiir eine detektierbare EGFP-Expression erforderlich ist, in Widerspruch zu stehen. Doch in
SV40 T-Antigen-negativen CV1-Zellen konnte mit keiner der Pseudovirionen ein Gentransfer
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde mittels PCR getestet, ob mit linearer
DNA hergestellte Pseudovirionen auch zirkuldres Plasmid enthalten (Abb. 4.60). Tatsédchlich
konnte zirkulire DNA nachgewiesen werden, die vielleicht nach episomaler Replikation in
SV40 T-Antigen-positiven Zellen die Detektion von EGFP ermdglicht. Vermutlich beruht
dies auf einer unvollstindigen Linearisierung. Denkbar ist aber auch, dass das lineare Plasmid
zum Teil in der Zielzelle rezirkularisiert und somit der episomalen Replikation zuginglich
wird.
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Abb. 4.58 Sucrosegradienten: L1-capture-ELISA und Western-Blot (L1: CAMVIR1). 30 pg VLPs wurden auf
einen Gradienten geladen und 3 h bei 36 000 rpm und 4 °C im Rotor SW 41 zentrifugiert. Danach wurden 600
pl-Fraktionen gewonnen und analysiert. Gezeigt ist ein reprasentatives Experiment. A) D/R mit superhelikalem
Plasmid. B) D/R mit relaxiertem Plasmid. C) D/R mit linearem Plasmid.
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Abb. 4.59 Vergleich der Infektiositidt von Pseudovirionen mit verschiedenen Plasmidkonformationen: FACS-
Analyse von mit Pseudovirionen behandelten COS1-Zellen. Drei Tage nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). D/R = D/R-Pseudovirionen. D/R
+ DNA = ohne DNA dis- und reassemblierte Partikel, Inkubation zusammen mit DNA. VLPs + DNA = VLPs,
Inkubation zusammen mit DNA. A) Vergleich der verschiedenen Pseudovirionen: EGFP-positive Zellen (%).
Mittelwerte aus fiinf unabhingigen Experimenten, mit D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem Plasmid als 100
%-Standard. B) Vergleich der verschiedenen Pseudovirionen: Y Geo Mean. Mittelwerte aus drei unabhéngigen
Experimenten, mit D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem Plasmid als 100 %-Standard. C) Représentatives
Experiment, mit D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem Plasmid als 100 %-Standard. D) Neutralisierung von
durch direkte Interaktion hergestellten Pseudovirionen. Neutralisierung mit H16.U4 in der Verdiinnung 1:1000
(4 °C iiber Nacht). Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment, mit unbehandelten Pseudovirionen als 100 %-
Standard.
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Abb. 4.60 Nachweis zirkuldren pEGFP-C3-Plasmids mittels PCR. Mit je 1 pl Sucrosegradient-Fraktion wurde
eine PCR durchgefiihrt, bei der ein Fragment, das die Mlul-Schnittstelle beinhaltet, amplifiziert wird (273 bp).
Somit kann nur zirkuldres Plasmid als Matrize fiir eine PCR-Amplifikation dienen, nicht aber mit Mlul
linearisiertes Plasmid. NK = Negativkontrolle: PCR-Ansatz ohne Fraktion. PK = Positivkontrolle: pEGFP-C3.

Gleichgewichtszentifugation

Die Analyse der Schwebedichte mittels CsCl-Gradienten, L1-capture-ELISA sowie L1- und
L2-Western-Blots brachte bemerkenswerte Unterschiede in Abhéngigkeit von der
physikalischen Struktur des Plasmids hervor. In Anwesenheit von relaxiertem Plasmid
reassemblierte Pseudovirionen zeigten zwei Peaks, die der Dichte leerer und gefiillter Partikel
entsprachen (Abb. 4.61A), wobei letzterer im Vergleich zu Profilen von Pseudovirionen mit
superhelikalem Plasmid (Abb. 4.39) stets besonders breit und ausgeprigt auftrat (1,33-1,36
g/ml, Kernbereich 1,33-1,34 g/ml). Im Gegensatz dazu findet sich bei D/R-Material mit
linearem Plasmid nur ein ,,leichter” Peak mit der Schwebedichte leerer VLPs (1,29-1,30 g/ml,
Abb. 4.61B), ebenso wenn zirkuldres Plasmid zusammen mit leeren VLPs (direkte
Interaktion, Abb. 4.62) analysiert wird. Das Fehlen eines ,,schweren” Peaks, der fiir DNA-
haltige Pseudovirionen zu erwarten wére, widerspricht der Beobachtung, dass sowohl
Pseudovirionen mit linearem Plasmid als auch mit Plasmid koinkubierte VLPs &hnlich
»infektios* sind wie Pseudovirionen mit zirkuldrem Plasmid. Folglich ist die Verbindung von
Partikeln mit DNA nicht immer an einer erhohten Schwebedichte zu erkennen.

Auch hier stimmen die ELISA-Profile mit den Western-Blot-Signalen iiberein: Die
Priaparationen enthalten L1/L2-Partikel und keine gréferen Mengen an denaturiertem L1-
Protein. Die zusitzlichen Banden, die im L2-Blot in Abb. 4.61A zu sehen sind, beruhen auf
durch langere Lagerung entstandene Degradationsprodukte von L2.
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Abb. 4.61 CsCI-Gleichgewichtszentrifugation von verschiedenen Pseudovirionentypen: L1-capture-ELISA und
Western-Blot (L1: CAMVIRI, L2: # 20). Je 100 pug Partikel wurden mindestens 40 h bei 48 000 rpm und 10 °C
im Rotor 70.I Ti zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurden die Gradienten mit dem Refraktometer
vermessen. A) D/R mit relaxiertem Plasmid. B) D/R mit linearem Plasmid. Siehe Abb. 4.39 fiir einen Gradienten
von mit superhelikalem Plasmid hergestellten Pseudovirionen.
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Abb. 4.62 CsCl-Gleichgewichtszentrifugation von durch direkte Interaktion entstandenen Pseudovirionen: L1-
capture-ELISA und Western-Blot (L1: CAMVIR1, L2: # 20). Je 100 pg Partikel wurden mindestens 40 h bei 48
000 rpm und 10 °C im Rotor 70.I Ti zentrifugiert. Nach der Fraktionierung wurden die Gradienten mit dem
Refraktometer vermessen.

DNase-Sensitivitdt des Reporterplasmids

Die verschiedenen Pseudovirionentypen (D/R-Pseudovirionen mit superhelikalen, relaxiertem
und linearen Plasmid sowie durch direkte Interaktion mit superhelikalem Plasmid hergestellte
Pseudovirionen) sollten nun hinsichtlich ihrer Assoziation mit dem Reporterplasmid ndher
untersucht werden. Zunédchst wurde der Einfluss der Plasmidkonformation auf die DNase-
Sensitivitit der Pseudovirionen iiberpriift. Eine Behandlung mit DNase I oder Mikrokokkus-
Nuklease vor der Pseudoinfektion fiihrte bei allen Pseudovirionen zu einem substanziellen
Verlust der Infektiositidt (Abb. 4.63): Demnach bleibt das Plasmid unabhidngig von seiner
Konformation bei der Reassembly fir DNasen zuginglich, scheint also in keinem Fall
vollstindig enkapsidiert zu sein.
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Abb. 4.63 DNase-Behandlung von Pseudovirionen mit unterschiedlichen Plasmidkonformationen: FACS-
Analyse von mit D/R-Material behandelten COS1-Zellen. Gezeigt sind Mittelwerte von zwei unabhédngigen
Experimenten, mit unbehandeltem D/R-Material (superhelikales Plasmid) als 100 %-Standard. Je 3 pg Partikel
bzw. die dquivalente Menge DNA (4,5 png) wurden mit DNase I (10 min mit 1 mg bei 37 °C) oder Mikrokokkus-
Nuklease (10 min mit 5 U bei Raumtemperatur) inkubiert, unbehandelte Kontrollen wurden unter den gleichen
Bedingungen ohne Enzym inkubiert. Zwei Tage nach 2 h Inkubation von 3 pg D/R-Material/6-Loch bei
Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer analysiert (Duplikate). D/R = D/R-
Material ohne DNA. D/R + DNA = ohne DNA dis- und reassemblierte Partikel, zusammen mit DNA
verabreicht. D/R relaxiert/superhelikal/linear = D/R-Material mit Plasmid der jeweiligen Konformation. DNA =
Plasmid ohne Partikel. VLPs + DNA = VLPs, zusammen mit DNA verabreicht.

Detektion der Infektiositdt in CsCIl-Gradienten-Fraktionen

Um zu untersuchen, in welchem Dichtebereich sich die infektiosen Partikel befinden, wurden
COSI1-Zellen mit dialysierten CsCIl-Gradienten-Fraktionen inkubiert und nach drei Tagen die
EGFP-Fluoreszenz mittels FACS analysiert (Abb. 4.64). Bei Partikeln mit superhelikalem
oder relaxiertem Plasmid wiesen die Fraktionen des Peaks bei hoherer Schwebedichte
unverkennbar den Hauptanteil der Infektiositdt auf. Aber auch die Fraktionen des ,,leichten*
Peaks zeigten, wenn auch wesentlich schwicher, eine spezifische Infektiositdt. Bei den
Gradienten mit linearem Plasmid erwiesen sich tatsdchlich die Fraktionen des ,,leichten‘
Peaks als infektios. Und auch bei den durch direkte Interaktion entstandenen Pseudovirionen
war die Infektiostit den Fraktionen des ,,leichten* Peaks zugeordnet. Die ,,leichten* Partikel
waren also keinesfalls ,,leer”, sondern so mit DNA assoziiert, dass keine Verdnderung der
Schwebedichte resultierte.
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Abb. 4.64 Infektiositit von CsCl-Fraktionen: FACS-Analyse von mit Pseudovirionen behandelten COS1-Zellen.
Drei Tage nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen geerntet und im Durchflusszytometer

analysiert (Duplikate). Gezeigt sind reprédsentative Experimente. A) superhelikales Plasmid. B) relaxiertes

Plasmid. C) lineares Plasmid. D) durch direkte Interaktion entstandene Pseudovirionen (superhelikales Plasmid).

M = Medium.
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Detektion partikelassoziierter DNA in CsCI-Gradienten-Fraktionen

Weiterhin wurde versucht, anhand von Southern-Blot-Analysen von Pseudovirionen-
Gradientenfraktionen herauszufinden, in welchen Fraktionen partikelassoziierte DNA zu
finden ist (Daten nicht gezeigt). Da bei der Reassembly ein im Verhiltnis zu den Partikeln
zehnfach molarer Uberschuss Plasmidmolekiile eingesetzt wird, liegt bei D/R-Material die
DNA groBtenteils frei vor. Um stérende Signale durch freies Plasmid zu entfernen, wurden
die Fraktionen mit Mikrokokkus-Nuklease vorbehandelt. Hierfiir orientierten sich die
Bedingungen (1 U Enzym; 1 min Inkubation bei Raumtemperatur) an der bei der Reassembly
eingesetzten DNA-Menge. Uberraschenderweise waren bei allen Gradienten die DNA-
Signale im Bereich des ,,leichten” Peaks angesiedelt: Zwar erschienen wie erwartet bei D/R-
Pseudovirionen mit linearem Plasmid und durch direkte Interaktion entstandenen
Pseudovirionen die DNA-Signale in den infektidsen Fraktionen im Bereich des ,leichten®
Peaks (Abb. 4.64C und 4.64D). Aber auch bei D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem oder
relaxiertem Plasmid, bei denen der Hauptanteil der Infektiositét ja eindeutig in den Fraktionen
des ,,schweren® Peaks anzutreffen war (Abb. 4.64A und 4.64B), fanden sich die DNA-Signale
nur in den Fraktionen des ,,leichten® Peaks.

Wie auch die geringe, aber spezifische Infektiositit dieser Fraktionen in Abb. 4.64A und
4.64B belegen die DNA-Signale, dass neben ,,schweren* Partikeln auch ,,leichte Partikel, die
die Schwebedichte leerer DNA aufweisen, nach Disassembly/Reassembly mit zirkuldrem
Plasmid assoziiert sind. Und offensichtlich ist die DNA, die mit den ,,schweren* Partikeln
(mit hoherer Kapazitdt zum Gentransfer) assoziiert ist, sogar DNase-sensitiver als die DNA,
die mit den ,,leichten‘ Partikeln assoziiert ist.

Tab. 4.3 Vergleich verschiedener Pseudovirionentypen. Zusammenfassung der Ergebnisse in 4.2.8.

D/R mit D/R mit D/R mit Direkte
superhelikalem relaxiertem linearem Interaktion mit
Plasmid Plasmid Plasmid superhelikalem
Plasmid
Einfluss auf
Reassembly-Prozess nein nein nein -
(Sucrosegradient)
Infektiositit + + + +
Schwebedichte im CsCl- ,.leichter® und ,leichter” und ,leichter” Peak ,leichter” Peak
Gradient ,,schwerer” Peak ,schwerer” Peak
Infektiositit nach aufgehoben aufgehoben aufgehoben aufgehoben
DNase-Behandlung
Infektiositit im CsCl- hauptsichlich hauptsichlich Hleichter” Peak ,leichter” Peak
Gradient ,,schwerer” Peak ,schwerer* Peak
Partikelassoziierte DNA ,.leichter* Peak ,leichter* Peak ,leichter Peak ,.leichter* Peak

im CsCl-Gradient

Zusammenfassend beeinflusste die physikalische Struktur des Plasmids bei D/R-
Pseudovirionen weder die Zusammenlagerung der Partikel bei der Reassembly, noch spielte
sie fiir die Infektiositdt eine Rolle. Durch direkte Interaktion hergestellte Pseudovirionen
zeigten eine hohere Infektiositit, doch wenn die Partikel vor der Konzentrationsbestimmung
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im ELISA einer Disassembly/Reassembly ohne Plasmid unterzogen worden waren, lag die
Infektiositit unter jener der D/R-Pseudovirionen. Die CsCIl-Gradientenprofile demonstrieren,
dass die Schwebedichte der DNA-Partikelkomplexe von der Konformation des Plasmids bei
der Disassembly/Reassembly abhidngt. Im Gegensatz zu D/R-Pseudovirionen erfahren mittels
direkter Interaktion hergestellte Pseudovirionen durch die Assoziation mit superhelikalem
Plasmid keine Erhohung der Schwebedichte. Bei allen Pseudovirionentypen geht die
Infektiositit verloren, wenn sie mit DNase behandelt werden. Die ndhere Untersuchung der
,leichten* und ,,schweren Partikel in den CsCl-Gradienten ordnete bei D/R-Pseudovirionen
mit zirkuldrem Plasmid die Infektiositit hauptsdchlich den Fraktionen des ,,schweren Peaks
zu; partikelassoziierte DNA lieB sich jedoch nur in den Fraktionen des ,leichten Peaks
nachweisen. Dagegen waren sowohl die Infektiositdt als auch partikelassoziierte DNA bei
,leichten* Partikeln zu finden, wenn D/R-Pseudovirionen mit linearem Plasmid oder durch
direkte Interaktion hergestellte Pseudovirionen untersucht wurden.

Diese Ergebnisse deuten auf unterschiedliche Formen der DNA-Partikelassoziation hin. Die
DNase-Sensitivitit der verschiedenen Pseudovirionentypen spricht jeweils gegen eine
vollstindige Enkapsidierung des Reporterplasmids in das Partikel. Mdglich erscheint neben
einer duBerlichen Anheftung eine partielle Verpackung. Disassembly/Reassembly und direkte
Interaktion funktionieren iiber verschiedenartige Assoziationsmechanismen, denn sie fiihren
bei gleicher Plasmid-Isoform zu Pseudovirionen mit unterschiedlicher Schwebedichte.
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5 Diskussion

Angesichts der mittlerweile zweifelsfrei anerkannten kausalen Rolle von ,high risk“-HPV-
Infektionen bei der Entstehung des Zervixkarzinoms (Bosch et al., 2002) und zunehmenden
Hinweisen auf Zusammenhédnge mit zahlreichen anderen hyperproliferativen Lisionen, ist
eine detaillierte Kenntnis der molekularen Mechanismen einer Papillomavirusinfektion sehr
hilfreich, um Immunisierungsstrategien und Therapien zu entwickeln. Besonders die Vielfalt
der bisher identifizierten HPV-Typen und ihr ausgeprigter Wirts- und Gewebetropismus
sowie unterschiedliche Persistenzeigenschaften werfen viele Fragen auf. Doch aufgrund des
Fehlens eines effizienten in vitro-Replikationssystems fiir Papillomaviren beschrinkten sich
die experimentellen Ansdtze zundchst weitgehend auf Bindungsstudien mit virusdhnlichen
Partikeln (VLPs). Die Etablierung von Systemen zur Herstellung von Pseudovirionen, also
mit einem Reporterplasmid assoziierten Partikeln, macht auch frithe Infektionsereignisse wie
die Partikelbindung und -aufnahme sowie der Transport der Reporter-DNA in den Kern einer
experimentellen Untersuchung zugénglich.

Die Zielsetzung dieser Arbeit war, HPV16-Pseudovirionen herzustellen, um ein Reportergen
partikelvermittelt in Zielzellen einzuschleusen. Dies wurde mit zwei verschiedenen Methoden
versucht: durch in vivo-Synthese in der Biackerhefe Saccharomyces cerevisiae und durch die
nachtrdgliche Verbindung von VLPs mit dem Reporterplasmid mittels in vitro-
Disassembly/Reassembly.

5.1 HPVI16-Pseudovirionen konnten in der Hefe Saccharomyces cerevisiae nicht
hergestellt werden

Das Hefesystem von Rossi et al. (2000; siche auch Abb. 4.1) erwies sich trotz einer anfangs
effizienten Pseudovirionenproduktion langfristig als sehr unzuverléssig. Zuletzt konnten keine
infektiosen Pseudovirionen mehr isoliert werden. Deshalb sollte versucht werden, mit neuen
Produzentenklonen optimale Bedingungen fiir eine standardisierte Pseudovirionenproduktion
zu ermitteln. Hierfiir wurden nach dem Austausch des GFP-Reportergens auf dem
Zielplasmid durch die stdrker fluoreszierende Variante EGFP (Cormack et al., 1996) neue
Hefeklone hergestellt, die sowohl das Verpackungs- als auch das Zielplasmid enthalten. Die
induzierbare Expression der Kapsidproteine und die Anwesenheit des Zielplasmids in den
Transformanden wurde mittels Western-Blot-Analyse und PCR iiberpriift.

Die Kultivierung dieser Hefeklone nach dem Pseudovirionen-Produktionsprotokoll von Rossi
et al. (2000) fihrte zur Bildung von VLPs, die anhand von Ll-capture-ELISA,
Elektronenmikroskopie und Sedimentationsanalysen der Hefe-Rohextrakte nachgewiesen
wurden. Bei der Untersuchung der Partikel mittels CsCl-Gradienten konnten die Ergebnisse
von Rossi et al. (2000), die nur bei Anwesenheit des Zielplasmids neben einem ,,leichten®
Peak einen Peak mit erhohter Schwebedichte zeigten, nicht reproduziert werden. Zwar trat
eine breite Streuung der Schwebedichte auf, die den Bereich fiir VLPs umfasst und den fiir
DNA-haltige Partikel beriihrt, doch impliziert eine vergleichbare Verteilung der Partikel aus
Kontrollklonen ohne Zielplasmid, dass die hohere Schwebedichte aus anderen Faktoren als
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einer DNA-Enkapsidierung resultiert. Eine mogliche Erklarung hierfiir wére die Verpackung
oder Assoziation mit genomischer DNA oder anderen zelluldren Bestandteilen in der Hefe.
Fligge et al. (2001) demonstrierten die Verpackung zelluldirer DNA in VLPs mit erhohter
Schwebedichte in Baculovirus-infizierten Insektenzellen, wobei jedoch nur in
fortgeschrittenen Infektionsstadien ausreichend kleine DNA-Fragmente vorlagen. Da in den
Hefezellen keine lytische Infektion stattfindet, sollten allerdings keine fiir eine Verpackung
geeigneten DNA-Fragmente vorhanden sein. Die duBerliche Anlagerung von DNA oder
anderen zelluldiren Komponenten an die Partikel ist aber durchaus denkbar, zumal die
elektronenmikroskopische Betrachtung von Peakfraktionen der CsCl- und Sucrosegradienten
zeigte, dass zumindest ein Teil der VLPs mit vesikuldrem Debrismaterial assoziiert war.

Nach Inkubation der Zielzellen (CV1, COS1) mit den Hefe-Rohextrakten konnte keine
EFGP-Expression und damit keine Pseudoinfektion detektiert werden. Daran dnderten auch
Modifikationen der Infektionsbedingungen oder eine stindige Selektion wihrend der
Hefekultur zur Minimierung eines Plasmidverlusts nichts. Aufgrund der hohen und sehr
variablen Autofluoreszenz der Zielzellen nach Inkubation mit den Rohextrakten wurde nicht
ausgeschlossen, dass eine ineffiziente Pseudoinfektion dadurch maskiert wird. Rossi et al.
(2000) bevorzugten Rohextrakte fiir die Pseudoinfektion, weil nach CsCl-Gradienten-
Aufreinigung eine etwa zehnfach geringere Infektiositdt der Peudovirionen resultierte. Da sich
in den Rohextrakten noch viel Debrismaterial befindet, konnen undefinierbare
Sekundireffekte durch zellulire Komponenten auftreten, die die stérenden Autofluoreszenzen
auslosen. Deshalb sollten durch zusitzliche Schritte gereinigte Pseudovirionprdparationen
gewonnen werden. Doch weder nach Sucrosesedimentation noch nach Heparin-
Affinitditschromatographie konnten infektiése Pseudovirionen isoliert werden.

Infolgedessen sollte eine Fehleranalyse mdgliche Ursachen fiir das Scheitern des Systems
bestimmen. Bei der Uberpriifung der Plasmidstabilitit im Verlauf der mehrtigigen Hefekultur
war kein kontinuierlich zunehmender Verlust der Plasmide, aber eine Akkumulierung von
Kapsidproteinen zu erkennen. Dabei enthielten konstant ein Drittel bis die Halfte der Zellen
beide Plasmide und erfiillten somit die Voraussetzung fiir eine Pseudovirionenproduktion.
Auch wenn nur ein Teil der Hefepopulation als Produzentenzellen funktionieren wiirde,
sollten Pseudovirionen isoliert und eine Pseudoinfektion nachgewiesen werden kénnen. Um
zu analysieren, ob die in den Hefen produzierten Partikel iiberhaupt mit dem Zielplasmid
assoziiert vorliegen, wurden Heparinsdule- und CsCl-Fraktionen auf DNase-resistente
Zielplasmid-DNA untersucht, die tatsdchlich in den Partikelfraktionen nachgewiesen werden
konnte. Zumindest ein Teil der Partikel lag also mit Zielplasmid assoziiert vor, wobei
ungeklirt blieb, ob es sich um eine Enkapsidierung oder eine duflere Anheftung an das
Partikel handelte. Die Mengenabschidtzung deutete jedoch darauf hin, dass dieser Anteil
extrem gering war. Da eine zu niedrige Kopienzahl des Zielplasmids in den Hefezellen
vermutet wurde, sollte diese durch eine Deletion im Bereich des ura3-Promotors nach Okkels
(1996) erhoht werden, um eine effizientere Verpackung bzw. Anlagerung zu erzielen. Doch
auch diese Strategie fiihrte nicht zur Gewinnung infektiéser Pseudovirionen.
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Diskussion

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit dem Hefe-Produktionssystem zwar HPV16
L1/L2 VLPs isoliert werden konnten, die auch zumindest teilweise mit dem EGFP-
Zielplasmid assoziiert waren, doch keine Pseudoinfektion von Zielzellen nachgewiesen
werden konnte. Mogliche Griinde fiir das Scheitern des Systems sind in Abb. 5.1 aufgefiihrt.
Indizien fiir eine zu ineffiziente Verpackung des Zielplasmids in die Kapside sind das Fehlen
eines distinkten ,,schweren® Peaks in CsCI-Gradienten und die geringe Menge an Zielplasmid,
die in Partikelfraktionen detektiert wurde. Es gibt mehrere mdgliche Griinde, warum die
»schweren" Partikel keinen Transfer des Reportergens bedingen. So ist nicht auszuschlieen,
dass durch unbekannte Interaktionen mit Komponenten aus der Hefezelle — z.B. einer
funktionellen Neutralisierung durch die Blockierung bestimmter Kapsidproteindoménen - die
Infektiositit aufgehoben wird. Schlielich konnte das Expressionsniveau des Reportergens
EGFP nach einer erfolgreichen Pseudoinfektion zu niedrig ausfallen, um detektiert werden zu
konnen. Bei in vitro konstruierten Pseudovirionen scheint die SV40 ori-abhingige Replikation
in Affennierenzellen essenziell fiir eine detektierbare EGFP-Expression (4.2.5). Eine
episomale Amplifikation des Zielplasmids in der Zielzelle findet bei Hefe-Pseudovirionen
nicht statt, denn das Zielplasmid enthélt keinen SV40-Replikationsursprung. Deshalb ist
denkbar, dass bei diesem System ein potenzieller Gentransfer durch Pseudovirionen unter der
Nachweisgrenze liegt.

Abb. 5.1 Mogliche Griinde fiir das Scheitern der Pseudovirionenproduktion in Hefe: Mangelhafte Verpackung

oder Assoziation des Reporterplasmids mit den Partikeln, fehlende Infektiositdt der Pseudovirionen (z.B. durch
die Aggregation mit zelluliren Komponenten) oder eine zu geringe, nicht detektierbare Transgenexpression.

5.1.1 Kritische Aspekte des Hefe-Produktionssystems

Hefezellen sind fiir die effiziente Expression und addquate posttranslationelle Modifikation
vieler heterologer Proteine geeignet. lhre Kultur ist gegeniiber Sdugerzell-Systemen weit
weniger aufwéindig und im industriellen Mallstab moglich. Meist dienen 2um-basierte
Plasmide als Vektoren fiir die Transgene, denn sie erreichen hohe Kopienzahlen (60-100
Kopien/haploides Genom) und sind relativ stabil (Rose und Broach, 1990). Dabei kann eine
hohe Variabilitit der Kopienzahl unter den einzelnen Zellen einer Population auftreten. Unter
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Selektionsbedingungen enthalten 60-95 % der Zellen das Plasmid, je nach Selektionsmarker,
Vektortyp und exogener DNA (Jayaram et al., 1983; Murray und Szostak, 1983).

Um den mitotischen Verlust der Plasmide zu minimieren, wire ecin Pseudovirionen-
Kulturprotokoll, bei dem auch wihrend der Produktionsphase nicht auf eine Selektion
verzichtet wird, sinnvoll. Mit den Auxotrophie-Selektionsmarkern leu2-d und ura3 fiir das
Verpackungs- und Zielplasmid konnte dann aber kein YPG-Vollmedium verwendet werden.
Definierte  Selektionsmedien  bieten  wesentlich  schlechtere = Wachstums-  und
Expressionsbedingungen; es wird nur etwa ein Zehntel der in YPG-Vollmedium moglichen
Zelldichte erreicht (siehe auch 4.1.5). Der leu2-d-Marker kann nicht ohne weiteres durch
einen anderen Marker ersetzt werden, denn dieses Plasmid kodiert, wie in 4.1 beschrieben,
neben dem Leucin-Gen fiir Replikationsfaktoren, die in frans auch fiir den Erhalt des
Zielplasmids, das nur den 2um-Replikationsursprung enthélt, essenziell sind.

Wenn mehrere 2pm-Vektoren gleichzeitig in der Hefezelle repliziert werden sollen, kommt es
zu einem bestimmten Kopienzahl-Verhiltnis, denn das 2um-Replikationssystem ist so
reguliert, dass insgesamt 60-100 Kopien vorliegen (Rose und Broach, 1990). Fiir das
Pseudovirionen-System wére optimal, wenn moglichst viele Zielplasmide zur Verpackung zur
Verfiigung stlinden, wihrend eine geringere Anzahl Verpackungsplasmide fiir eine
ausreichende Expression der Kapsidproteine sorgen wiirde. Die Zuordnung der
Selektionsmarker des vorliegenden Systems favorisiert aber gerade eine ungiinstige
Mengenverteilung. Da das Verpackungsplasmid den leu2-d-Marker tragt, bei dem die stark
reduzierte Leucin-Expression durch eine hohe Kopienzahl kompensiert werden muss (Erhart
und Hollenberg, 1983), liegt das Zielplasmid vermutlich nur in geringer Kopienzahl vor. Ein
Austausch der Marker ist nicht ohne weiteres moglich, da die /eu2-d-Sequenz mit 1092 bp zu
groB fiir das Zielplasmid ist, welches fiir eine Verpackung in das Kapsid eine GroBe von 8 kb
nicht tiberschreiten darf.

Eine weiterer Nachteil des Systems ist, dass es in der Hefezelle zu Rekombinationsereignissen
zwischen den Plasmiden kommen kann. Mitotische Rekombinationen treten in der Hefe
generell mit einer Frequenz von 107-10"° pro Lokus und Generation auf (Meeks-Wagner und
Hartwell, 1986). Auch bei 2um-basierten Plasmiden wurden homologe Rekombinationen
beobachtet (Whiteway und Ahmed, 1984; Bruschi und Howe, 1988). So lange das
Verpackungs- und das Zielplasmid homologe Sequenzen wie den 2um-ori aufweisen, sind
solche Rekombinationen nicht auszuschlieBen.

5.1.2 Ansitze zur Etablierung eines in vivo-Pseudovirionen-Produktionssystems

Um die Problematik zweier konkurrierender 2um-Plasmide und mangelnder Plasmidstabilitit
zu umgehen, konnten die Kapsidgene und das E2-Gen in das Hefegenom integriert werden.
Nur durch seltene homologe Rekombinationsereignisse konnen die Transgene, deren
Kopienzahl im Bereich von einer bis fiinf Kopien/Zelle liegt (Orr-Weaver und Szostak, 1983),
wieder verloren gehen (Thomas und Rothstein, 1989). Allerdings miissten dann sehr starke
Promotoren ausgewihlt werden, um mit den wenigen Kopien eine ausreichende Expression
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zu erhalten. Gleichzeitig aber sollte die Expression induzierbar sein, um zytotoxische Effekte
durch die iiberexprimierten Fremdproteine zu vermeiden. Leider sind die effizientesten Hefe-
Promotoren konstitutiv aktive Promotoren der Glykolyse, wiahrend die streng durch Galaktose
kontrollierten Promotoren des Galaktose-Metabolismus nur zu einer moderaten Expression
fiihren (Piper, 1994; Park et al., 2000). Alternativ gibt es Vektoren, die mit hoher Kopienzahl
(bis zu 140 Kopien/Zelle) in ribosomale Loci integrieren konnen, wobei jedoch die mitotische
Stabilitdt durch das Einfligen eines heterologen Gens drastisch reduziert wird (Lopes et al.,
1996).

Weiterhin bieten sich episomale Plasmide an, die iiber ein ARS-Element repliziert werden,
das von dem natiirlichen Hefe-Replikationsursprung abgeleitet wurde. Allerdings sind diese
Vektoren ohne Selektion mit einer Verlustrate von 107?/Zellen pro Generation nicht stabil
(Murray und Szostak, 1983; Futcher und Cox, 1984). Deshalb miissten Selektionsmarker
gewdhlt werden, die eine produktive Hefekultur nicht einschrianken.

In das Zielplasmid konnte eine SV40 ori-Sequenz eingefiigt werden, wobei die maximal
verpackbare Grofle von 8 kb nicht iiberschritten werden darf. In SV40 T-Antigen-positiven
Zielzellen wire dann das EGFP-Expressionsniveau hoher und eine Fluoreszenz eher zu
detektieren. Um die EGFP-Fluoreszenz besser von Autofluoreszenz unterscheiden zu kénnen,
konnte das EGFP-Protein mit einem Kernlokalisationssignal ausgestattet werden.

Vielleicht unterscheiden sich die Bedingungen fiir die (Pseudo-)Virionsynthese in der
Hefezelle in kritischen Punkten von denen der natiirlichen Wirtszelle. Zwar bilden sich nach
Expression der Kapsidproteine in Saccharomyces cerevisiae VLPs (Hofmann et al., 1995;
Neeper et al., 1996; Cook et al., 1999), erste Berichte iiber die Verpackung des BPV1-
Genoms in Virionen (Zhao und Fraser, 2002) blieben jedoch bislang unbestétigt. Der
natlirlichen Papillomavirus-Replikation ki&me die Konstruktion von Pseudovirionen in
Saugerzelllinien am nichsten. Kiirzlich wurde ein System zur Produktion von Pseudovirionen
verschiedener HPV-Typen in 293TT-Zellen publiziert, bei dem sehr hohe Ausbeuten erzielt
wurden (Buck et al., 2004; siehe auch 1.4.1). Da diese vielversprechende Strategie auf virale
Vektoren verzichtet, sondern hier die Plasmide durch Transformation in die
Produzentenzellen eingefiihrt werden, entfdllt das Problem einer lytischen Infektion dieser
Zellen und der damit einhergehende Effizienzverlust — der entscheidende Nachteil der
bisherigen Produktionssysteme in Sdugerzellen (Roden et al., 1996a; Unckell et al., 1997;
Zhao et al., 1998; Stauffer et al., 1998).

5.2 In vitro-Pseudovirionen-Produktion durch Disassembly/Reassembly

Als Alternative zum Hefe-Produktionssystem wurde die in vitro-Herstellung von
Pseudovirionen durch Disassembly/Reassembly (D/R) von HPV16 LI1/L2 VLPs aus
Insektenzellen (siehe auch 1.4.1 und Abb. 4.33) nach Kawana et al. (1998a) gewihlt. Das
Zerfallen der Partikel in Kapsomere und die erneute Zusammenlagerung in Gegenwart des
Reporterplasmids konnten mittels Transmissionselektronenmikroskopie und
Sedimentationsanalysen dokumentiert werden. Wie auch bei Kawana et al. (1998a) waren
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unter dem Elektronenmikroskop keine morphologischen Unterschiede zwischen den
urspriinglichen VLPs und den rekonstituierten Partikeln sichtbar. Die Sucrosesedimentationen
lieBen keine S-Wert-Veranderung der Partikel nach Disassembly/Reassembly bemerken, und
die im Ll-capture-ELISA detektierten konformationellen Epitope blieben erhalten. Die
Anwesenheit von Reporterplasmid beim Reassembly flihrte nicht zu erkennbaren
Verdnderungen der Partikelstruktur. AuBerdem verringerten sich hdufig die in
unterschiedlichen VLP-Préparationen variablen Anteile an L1/L2-Aggregaten oder
Intermediatformen nach Disassembly/Reassembly zugunsten korrekt zusammengelagerter
Partikel. Dieser Effekt wurde auch von McCarthy et al. (1998) beschrieben: Reassemblierte
Partikel zeigten eine homogenere S-Wert-Verteilung (im Bereich von 168 S) als das VLP-
Ausgangsmaterial, das zum Teil verringerte S-Werte aufwies, und bei dem
elektronenmikroskopisch auch variablere KapsidgroBen zu sehen waren. Einen weiteren
Hinweis auf eine fiir funktionelle Pseudovirionen essenzielle authentische Kapsidstruktur
liefert die erfolgreiche Neutralisierung von HPV11-Virionen durch Antiseren, die von
Immunisierungen mit reassemblierten Partikeln stammten (McCarthy et al., 1998).

Die Analyse des D/R-Materials mittels CsCl-Gleichgewichtszentrifugation ergab, dass sich
bei in Gegenwart von Plasmid reassemblierten Partikeln neben dem fiir ,leere” VLPs
charakteristischen Peak ein zweiter bildete, der im Bereich der Schwebedichte fiir DNA-
haltige Kapside angesiedelt war. Diese Beobachtung ist zuvor nicht nur bei in vitro
konstruierten Pseudovirionen gemacht worden (Kawana et al., 1998a; Touz¢ und Coursaget,
1998), sondern auch bei Pseudovirionen aus in vivo-Systemen (Unckell ef al., 1997; Zhao et
al., 1998; Rossi et al., 2000).

5.2.1 Charakterisierung der Pseudoinfektion

Einfluss des Reporterplasmids

Nach Konfrontation von COS1-Zellen mit dem D/R-Material konnte der Transfer der
Reportergene EGFP und B-Galaktosidase detektiert werden. Dies ldsst erwarten, dass auch
andere Reportersysteme eingesetzt werden konnen, so lange das Reporterplasmid eine
Maximalgréfe nicht tiberschreitet - spezielle Verpackungselemente sind zumindest bei der in
vitro-Herstellung nicht erforderlich (Kawana et al., 1998a; Touzé und Coursaget, 1998). Es ist
anzunehmen, dass die Obergrenze fiir die Plasmidgroe bei der HPV-GenomgréBe von 8 kb
liegt. Bei der Produktion von Pseudovirionen in COS1-Zellen fiihrte die schrittweise
VergroBerung des Zielplasmids iiber die GenomgroBe hinaus zu einer kontinuierlichen
Abnahme der Verpackungseffizienz, wobei ein maximal 10,2 kb grofes Plasmid noch
verpackt wurde (Zhao et al., 1998). Fiir in vitro-generierte Pseudovirionen gibt es ebenfalls
eine Begrenzung: DNase-resistentes Plasmid konnte bei einer Grofle von 7,2 kb, nicht aber
bei 10,3 kb, detektiert werden (Touzé und Coursaget, 1998). Die Beobachtung, dass der
Einsatz des kleineren Plasmids pEGFP-C3 (4,7 kb) zu einem effizienteren Gentransfer als bei
der Verwendung von pCMVf (7,2 kb) fiihrte, stimmt mit kiirzlich verdffentlichten
Ergebnissen fiir in Sdugerzellen hergestellte Pseudovirionen iiberein (Buck et al., 2004): Die
Effizienz der Pseudovirionenproduktion sinkt mit zunehmender Gro3e des Reporterplasmids.
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Demnach sind Plasmide, die kleiner als das HPV-Genom sind, besser fiir die Konstruktion
von Pseudovirionen geeignet. Auch bei SV40-Viren gibt es Hinweise darauf, dass
verkleinerte Genome effizienter verpackt werden (Yoshiike, 1968; Tai et al., 1972).

Partikelabhdngigkeit des Gentransfers

Verschiedene im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Experimente belegen, dass der
Gentransfer mit D/R-Material tatsédchlich durch infektiose Pseudovirionen vermittelt wird. Die
Analyse von Sucrosegradienten von D/R-Material zeigt, dass die Infektiositit in den
Fraktionen mit korrekt rekonstituierten Partikeln, aber auch in den Kapsomerfraktionen zu
finden war. Dies deutet neben einem Gentransfer durch Pseudovirionen auf Kapsomer-DNA-
Komplexe hin, die ebenfalls das Reporterplasmid in die Zielzelle schleusen konnen. Es
konnte sich aber auch um einen artifiziellen Effekt handeln, da sich wihrend der Dialyse zur
Entfernung der Sucrose aus den Kapsomeren erneut Partikel zusammenlagern konnen. Gegen
einen Kapsomer-vermittelten DNA-Transport spricht zwar, dass Kapsomere nicht an den
gleichen zelluldren Rezeptor wie VLPs binden kénnen (Volpers et al., 1995), doch kénnte ein
Transfer auch iiber andere Mechanismen stattfinden. Nachdem Boursaghin et al. (2003) L1-
und L2-Peptide mit der Féhigkeit zum Gentransfer in Zielzellen identifizierten, die neben
DNA auch Heparin binden, erscheint ein Kapsomer-vermittelter Gentransfer durchaus
moglich. Jedenfalls zeigten weitere Versuche in dieser Arbeit, dass DNA allein oder mit
hitzedenaturiertem D/R-Material nicht in die Zielzellen gelangte. Demnach ist die intakte
Konformation der Kapsidproteine notwendig fiir die Kapazitit zum Gentransfer.

Heparansulfate und Heparin-dhnliche Glykosaminoglykane vermitteln die Pseudoinfektion
von Pseudovirionen aus Sdugerzellen (Giroglou et al., 2001a) und in vitro-Synthese (Combita
et al., 2001). Die Blockierung des Gentransfers durch die Priinkubation mit Heparin in dieser
Arbeit demonstriert, dass es sich bei D/R-Material tatsdchlich um Pseudovirionen handelt, die
gleichermallen {iber Heparansulfate in die Zelle gelangen. Ebenfalls auf einen
partikelvermittelten Gentransfer weist die dosisabhidngige Blockierung der Pseudoinfektion
mit verschiedenen HPV 16 L1-spezifischen neutralisierenden Antikdrpern hin. Sowohl fiir ein
unspezifisches Prdimmunserum als auch fiir ein HPV1l1-spezifisches Serum wurde kein
neutralisierender Effekt detektiert: Die Pseudovirionen werden nur durch HPV16-spezifische
Antikorper neutralisiert.

Daraus ergibt sich die mogliche Anwendung der Pseudovirionen zur Detektion
neutralisierender Antikdrper in Patientenseren z.B. fiir epidemiologische Studien. Infektionen
mit genitalen HPV-Typen induzieren eine serologische Immunantwort gegen L1, die oft
mehrere Jahre persistiert und meist HPV-Typ-spezifisch ist (Kirnbauer ef al., 1994; Carter et
al., 1996; Carter et al., 2000). Immunodominant wirken dabei konformationelle, oft
neutralisierende Epitope (Christensen et al., 1990; Konya und Dillner, 2001). Es sind auch
lineare Epitope bekannt, die in der Regel nicht neutralisierend wirken und oft kreuzreaktiv
sind (Christensen et al., 1994; Heino et al., 1995; Christensen et al., 1996a). Diese Epitope
befinden sich wahrscheinlich nicht an der Virusoberfliche (Christensen et al., 1996b).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden exemplarisch zehn Humanseren mit unterschiedlichen
ELISA-Reaktivititen fiir verschiedene HPV-Typen getestet. Dabei wurde keine
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Kreuzneutralisierung durch HPVI18-, HPV6b-, HPVI11- und HPVI-positive Seren
verzeichnet. Dies ist nicht erstaunlich, denn fiir Kreuzreaktionen mit HPV16-Kapsiden
kommen in erster Linie HPV31-, HPV33- und HPV58-spezifische Antikdrper in Frage
(Combita et al., 2002; Giroglou et al., 2001). Diese HPV-Typen sind phylogenetisch eng mit
HPV16 verwandt (Chan et al., 1995). Nach einer HPV-Infektion werden hauptsidchlich HPV-
Typ-spezifische Antikorper induziert; generell kann fiir weniger als 10 % eine
Kreuzneutralisierung nachgewiesen werden (Coursaget, 2003).

Interessanterweise wirkte eines der beiden im ELISA HPV16-positiven Seren nicht
neutralisierend. Dies muss nicht bedeuten, dass der Neutralisierungsnachweis weniger sensitiv
als der ELISA ist - insbesondere, da sich die ELISA-Reaktivitit eines anderen, eindeutig als
neutralisierend identifizierten Serums im gleichen Bereich befindet. Vielmehr liegt nahe, dass
das Serum HPV16 Ll-spezifische, aber nicht neutralisierend wirkende Antikorper enthélt.
Gegeniiber VLP-basierten ELISAs haben Neutralisierungsassays den Vorteil, speziell die
Antikorper zu detektieren, die auch wirklich eine Infektion verhindern kdnnen und deshalb
relevant fiir z.B. Immunisierungsstudien sind. Dabei gibt es mittlerweile Systeme, die einen
hohen Probendurchsatz erlauben und mit den ELISAs vergleichbare Spezifititen und
Sensivitdten erreichen (Pastrana et al., 2004). Verglichen mit Assays, bei denen lediglich die
Antikorper-vermittelte Bindungsinhibition von VLPs an Zellen gemessen wird, sind sie
iiberlegen, denn auch durch andere Mechanismen wie das Blockieren der Internalisierung
oder der Kapsid-Dissoziation (Roden ef al., 1996b; Booy et al., 1998) konnen Antikérper eine
Infektion unterbinden.

Kinetik der Pseudoinfektion

Bei der Mehrzahl der animalen Viren reicht ein infektioses Partikel aus, um eine Infektion der
Wirtszelle auszulosen. Hier besteht eine lineare Korrelation zwischen der Anzahl infektidser
Virionen und der Infektionsereignisse: Die Infektion folgt einer One-hit-Kinetik. Im
Gegensatz hierzu werden bei einer Two-hit-Infektionskinetik zwei infektiose Partikel pro
Zelle bendtigt, damit es zu einer produktiven Virusreplikation kommen kann (siche auch Abb.
4.49). Dies ist z.B. der Fall, wenn zwei verschiedene Viriontypen bendtigt werden, wie bei
manchen Pflanzenviren, bei denen sich Kapside mit segmentierten (+)-RNA-Genomen
ergidnzen miissen: Beispiele hierfiir sind das Cowpea-Mosaik-Virus (van Kammen, 1968) und
das Alfalfa-Mosaik-Virus (Bol und Lak-Kaashoek, 1974). Bestimmte Adenoviren weisen je
nach Permissivitit der Zielzellen eine Omne-hit-, Two-hit- oder Multiple-hit-Kinetik auf
(Tiemessen et al., 1990). Ahnliches wurde fiir okotrope murine Leukéimie-Viren und
verschiedene Rattenzellen festgestellt (Okada und Watanabe, 1980). Die Infektionskinetik
sagt nichts iliber das Verhéltnis Viruspartikel/infektiose Einheiten aus, das bei Papillomaviren
mit ca. 10* sehr groB ist (Davis ez al., 1970).

Die Pseudoinfektion von COS1-Zellen mit linear sinkenden Pseudovirionenmengen zeigte
eine direkt proportionale Beziehung zwischen Partikeldosis und infektiosen Ereignissen (dem
Anteil EGFP-positiver Zellen) auf. Es geniigt also ein infektioses Pseudovirion, um eine
Pseudoinfektion der Zielzelle detektieren zu konnen.
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Assoziation des Reporterplasmids mit dem Partikel

Wie in 1.2.1 erwédhnt, weist das Papillomavirusgenom in nativen Virionen eine
hochkompakte, Nukleosomen-dhnliche Struktur auf (Favre, 1975; Pfister et al., 1977). Eine
analoge Enkapsidierung des Reporterplasmids in Pseudovirionen ist daher am ehesten in in
vivo-Produktionssystemen zu erwarten, in denen es chromatinisiert vorliegt. Dagegen
erscheint schwer vorstellbar, dass das Histon-freie nackte Plasmid bei in vitro-Synthesen fiir
eine Verpackung ausreichend kondensiert werden kann. Dennoch wurden auch fiir beide der
bislang publizierten in vitro-Systeme Ergebnisse présentiert, die auf eine Verpackung
hindeuten (Kawana et al., 1998a; Touzé und Coursaget, 1998). Schifer et al. (2002) konnten
bei einem Vergleich von in vivo- und in vitro-generierten Pseudovirionen keine Unterschiede
im Grad der Disulfidvernetzung der Kapsidoberfliche feststellen, der bei einer DNA-
Enkapsidierung in Pseudovirionen hoher ist als bei VLPs (Fligge et al., 2001). Um eine
Enkapsidierung nachzuweisen, wird meist die durch eine Verpackung vor DNase geschiitzte
DNA detektiert sowie die Infektiositit nach einer DNase-Behandlung analysiert (Ubersicht in
Tab. 5.1).

Tab. 5.1 Die Detektion enkapsidierter DNA in verschiedenen Pseudovirion-Produktionssystemen.

Produktionssystem Detektion verpackter DNA Referenz

Semliki Forest-Virus in  [nfektiositit nach DNase I-Behandlung der Zelllysate ~ Roden et al., 1996a
BPHE-1-Zellen vor Partikelaufreinigung;
Kryoelektronenmikroskopie: elektronendichter Kern bei
der Mehrzahl der Partikel

Vacciniavirus in Infektiositat nach DNase [-Behandlung; Unckell et al., 1997
Saugerzellen Nachweis DNase-resistenter DNA durch PCR
Nachweis DNase-resistenter DNA durch Zhao et al., 1998
Transformation in Bakterien
Infektiositdt nach DNase I-Behandlung Stauffer et al., 1998
Baculovirus in Sf-9-Zellen  nfektiositit nach DNase I-Behandlung; Zhao et al., 2000

Nachweis DNase-resistenter DNA durch
Transformation in Bakterien und durch Real-Time-PCR

DNA-Transfektion in 293TT Infektiositdt nach DNase-Behandlung Buck et al., 2004
(Benzonase und Exonuklease)

2pm-basiertes episomales  Nachweis DNase-resistenter DNA durch PCR, gefolgt Rossi et al., 2000

Plasmid in Hefe von Southern-Blot-Hybridisierung

In vitro-Synthese Infektiositat nach DNase I-Behandlung; Kawana et al.,
Nachweis DNase I-resistenter DNA durch PCR und im 1998a
Agarosegel
Infektiositat nach DNase-Behandlung (Benzonase); Touzé und
Nachweis DNase-resistenter DNA im Agarosegel Coursaget, 1998

Obwohl in dieser Arbeit das Protokoll von Kawana et al (1998a) zur
Pseudovirionenherstellung  angewendet wurde, konnte keine Verpackung des
Reporterplasmids nachgewiesen werden. Durch die Behandlung der Pseudovirionen mit
DNase 1 oder Mikrokokkus-Nuklease ging die Infektiositit verloren. Verschiedene
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experimentelle Ansdtze zum Nachweis DNase-resistenter DNA fiihrten nicht zu
reproduzierbaren Daten, die eine Verpackung belegen konnten. Bei der experimentellen
Untersuchung der DNase-Protektion von enkapsidierter DNA gibt es mehrere kritische
Aspekte. Zunichst miissen die Bedingungen fiir den DNase-Verdau so gewahlt werden, dass
die Partikel nicht beeintrachtigt werden und keine extern angeheftete DNA zuriickbleibt —
letzteres ist schwer zu definieren, denn auch nur adsorbierte, eventuell dadurch kondensierte
DNA ist einem enzymatischen Angriff schwerer zugénglich als freie DNA (Boursaghin ef al.,
2003). AuBlerdem sind die Nachweismethoden fiir ,,DNase-resistente DNA meist schr
sensitiv, z.B. kann auch bei fast vollstindig degradierter DNA noch ein PCR-Signal auftreten.
Demnach konnten diese Ansdtze nicht zweifelsfrei eine Verpackung beweisen, sondern
deuteten vielmehr auf eine Art der Assoziation mit dem Kapsidprotein hin, die zu einem
retardierten DNase-Verdau fithrt. Genau dies scheint auch bei ,,DNase-resistenten®, mit
Plasmid komplexierten L1- und L2-Peptiden der Fall zu sein (Boursaghin et al, 2003).
Insbesondere in Hinsicht auf die Aufhebung der Infektiositit nach DNase-Behandlung der
Pseudovirionen in dieser Arbeit ist es sehr wahrscheinlich, dass keine vollstindige
Enkapsidierung, sondern vielmehr eine partielle Enkapsidierung oder duferliche Anheftung
vorliegt.

Obwohl in einigen Systemen Verpackungssequenzen als fiir eine Enkapsidierung erforderlich
oder zumindest forderlich beschrieben sind (Zhao et al., 1998; Zhao et al., 1999), funktioniert
die Mehrzahl der Systeme ohne spezifische DNA-Sequenzen des Reporterplasmids. Dies gilt
sowohl fiir in vitro-Methoden (Kawana et al., 1998a; Touzé und Coursaget, 1998), als auch
fiir in vivo-Systeme (Unckell et al., 1997, Stauffer et al., 1998; Buck et al., 2004). Auch wenn
bei einer natiirlichen Infektion die Wechselwirkung zwischen Verpackungssequenzen, der
URR-Sequenz des HPV-Genoms und E2 mdglicherweise bei der Virusmorphogenese von
Bedeutung ist (Day et al., 1998; Zhao et al., 2000), erlauben in in vivo-Systemen E2- und
Sequenz-unabhingige Mechanismen die Produktion von Pseudovirionen (Buck et al., 2004).
Die Hypothese, dass die Bindung des SV40 T-Antigens an das SV40 ori-Element des
Reporterplasmids eine E2/URR-Interaktion bei der Virionsynthese ersetzt (Stauffer et al.,
1998), konnte nicht bestdtigt werden (Buck et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden
ebenfalls keine HPV-Verpackungssequenzen verwendet. Die unspezifische Adsorption des
Reporterplasmids an Kapsomere und VLPs in einem Bindungsassay demonstrierte, dass
insbesondere die intakte Konformation der Kapsidproteine eine effiziente Anlagerung erlaubt.
Es sind Doménen zur unspezifischen DNA-Bindung von L1 und L2 beschrieben (Li et al.,
1997; Zhou et al., 1994; Touzé et al., 2000), wobei der C-Terminus von L1 essenziell fiir die
Enkapsidierung von DNA in vitro (Touzé et al., 2000) und in Sdugerzellen ist (Schéfer et al.,
2002). El Mehdaoui ef al. (2000) erreichten durch die Fusion des C-Terminus von HPV16 L1
an das Kapsidprotein des Virus der hdmorrhagischen Kaninchenseuche die in vitro-
Verpackung von Plasmid-DNA in infektiose chimédre VLPs. Im Gegensatz dazu scheinen
potenzielle DNA-Bindedominen von L2 keine direkte Rolle bei der DNA-Enkapsidierung zu
spielen (Roden ef al., 2001).
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Diskussion

5.2.2 Tropismus der Papillomaviren

Bislang ist nicht bekannt, was den ausgeprigten Wirts- und Gewebetropismus von
Papillomaviren bedingt (siehe auch 1.1.3 und 1.1.4). Hierfiir kommen sowohl friithe als auch
spéte Infektionsereignisse in Frage (Abb. 5.2), wobei erstere durch Pseudovirionen simuliert
werden konnen.

Friih Spit
Tropismus von
Rezeptorbindung Papillomaviren Replikation des Genoms
Partikelaufnahme < > Regulation der
DNA-Freisetzung viralen Genexpression

und Transport

Abb. 5.2 Frithe und spite Mechanismen der Papillomavirusinfektion kénnen fiir Gewebe- und Wirtsspezifitét
eine Rolle spielen.

Wie in 1.4  beschrieben, vermitteln  Heparansulfate und Heparin-&hnliche
Glykosaminoglykane die HPV-Pseudoinfektion, wobei Interaktionen mit einem
spezifischeren Sekundérrezeptor — moglicherweise iliber das Nebenkapsidprotein L2 —
diskutiert werden (Giroglou et al., 2001a). Kawana et al. (2001) fanden Hinweise auf ein
potenzielles L2-spezifisches Rezeptorprotein, das auf Zervixkarzinomzelllinien in groferer
Menge vorhanden zu sein schien als auf Zellen anderer Herkunft. Die Primérrezeptoren
scheinen ubiquitdr zu sein: Heparansulfate sind auf der Oberfliche aller adhédrenten Zellen zu
finden (Bernfield et al., 1999). Eine genauere Untersuchung der Rezeptorfunktion von
unterschiedlichen Heparansulfat-Proteoglykanen deutet auf spezifische Strukturmerkmale der
Seitenketten fiir die Wechselwirkung mit Partikeln hin, wobei diese fiir VLPs und
Pseudovirionen nicht identisch sind (Selinka ef al., 2003). Fiir murine Polyomavirus-
Pseudovirionen wurde gezeigt, dass neben der natiirlichen Endozytose auch eine Rezeptor-
unabhingige Internalisierung mdglich ist, die aber nicht zu einer viralen DNA-Transkription
filhrt (Krauzewicz et al., 2000). Uneinheitliche Infektionskinetiken von Papillomavirus-
Virionen lassen die Interpretation zu, dass auch fiir Papillomaviren mehrere
Aufnahmemechanismen existieren, die nicht alle zu einer Infektion fiihren (Culp und
Christensen, 2004). Ereignisse der frithen Infektion kdnnten also durchaus eine Rolle fiir den
Tropismus von Papillomaviren spielen.

Dagegen spricht allerdings, dass HPV-Pseudovirionen aus verschiedenen Systemen — und
auch in dieser Arbeit — Zelllinien von unterschiedlichen Spezies und Geweben infizieren
kénnen (siehe Ubersicht in Tab. 5.2 und Tab. 5.3). Sogar bei Hefezellen wurde die Bindung
und Aufnahme von BPV1-Virionen beobachtet (Zhao und Frazer, 2002). Somit erscheinen
spitere Infektionsereignisse als die Bindung und Internalisierung der Virionen von grof3erer
Bedeutung fiir die Spezifitit von Papillomaviren, auch wenn nicht ausgeschlossen werden
kann, dass sich natiirliche Papillomavirusinfektionen anderer, spezifischerer
Aufnahmemechanismen als Pseudovirionen bedienen.
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Auch die Replikation des Papillomavirus-Genoms scheint nicht zelltypspezifisch: HPV und
BPV URR-Sequenzen verhelfen in Gegenwart von E1- und E2-Proteinen zu einer transienten
episomalen Replikation von Plasmiden in humanen, Affen- und Hamsterzellen (Chiang et al.,
1992). Selbst in zellfreien Systemen mit murinen oder humanen Zellextrakten ist die
Replikation mit Papillomavirus-oris moglich (Yang et al., 1991; Kuo et al., 1994), ebenso wie
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae (Zhao und Frazer, 2002), wobei sogar eine E2-
unabhéngige Replikation beobachtet wurde (Angeletti et al., 2002). Trotzdem ist bei einer
natiirlichen HPV-Infektion die Genomamplifikation streng reguliert und eine produktive
Replikation auf Keratinozyten mit einem fortgeschrittenen Differenzierungsstadium
beschrinkt (Chow und Broker, 1994; sieche auch 1.3). Deshalb kann ein Einfluss der
Regulationsmechanismen der HPV-Genom-Replikation fiir den Tropismus nicht
ausgeschlossen werden.

Ebenso wird die virale Genexpression wesentlich durch den Differenzierungsstatus der
Wirtszelle gesteuert und unterliegt dabei komplexen zelluldren und viralen Kontrollen (Fuchs
und Pfister, 1994; Frattini et al., 1996, Ruesch et al., 1998). So liegen fiir Papillomaviren
Publikationen zu differenzierungsabhingigen Promotoren (Grassmann et al, 1996),
alternativem Spleissen (Barksdale und Baker, 1995), RNA-Prozessierung (Kennedy et al.,
1990), destabilisierenden mRNA-Sequenzen (Sokolowski et al., 1997), der Blockierung der
Transkription durch Repressorproteine (Stubenrauch et al., 1996) sowie der Einschrinkung
der Translation durch inhibitorische mRNA-Sequenzen (Schwartz, 1998) und durch die
Auswahl der Kodons (Zhou et al., 1999) vor. Die Vielzahl der zelltypspezifischen und
differenzierungsabhingigen Mechanismen zur Regulation der viralen Transkription und
Translation konnte entscheidend am Tropismus von Papillomaviren beteiligt sein.

Tab. 5.2 In dieser Arbeit erfolgreich pseudoinfizierte Zelllinien. SV40 T-Antigen-positive Zelllinien sind mit
Fettdruck hervorgehoben.

Produktionssystem Reporter- Permissive Ursprungsspezies und Referenz
plasmid Zelllinien Ursprungsgewebe
In vitro-Synthese SV40ori COS1 Affen-Nierenepithel-Zellen vorliegende
COS7 Affen-Nierenepithel-Zellen Arbeit
293 humane Nierenepithel-Zellen
293T humane Nierenepithel-Zellen
HaSV humane Vorhaut-Keratinozyten
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Tab. 5.3 Erfolgreich pseudoinfizierte Zelllinien (verschiedene Pseudovirionen-Produktionssysteme). SV40 T-

Antigen-positive Zelllinien sind mit Fettdruck hervorgehoben.

Produktions-
system
in vitro-
Kopplung

Semliki Forest-
Virus in BPHE-1
Vacciniavirus in

Saugerzellen

DNA-
Transfektion in
293TT

2um-basiertes

episomales
Plasmid in Hefe

In vitro-Synthese

Reporter-
plasmid
SV40 ori

Kein SV40 ori

Kein SV40 ori;

BPV1-Genom
SV40 ori
SV40 ori

SV40 ori
SV40 ori

Kein SV40 ori

SV40 ori

SV40 ori

Permissive
Zelllinien

143B
RK13
CVl1
3T3
HeLa
HaCaT
PC-3
DBT
MDCK
293
BHK
FR
SW480
WES
A549
C33A

C127

COS7

C127
Hela
HaCaT
293T
293H
C127
HaCaT
293TT
ID13
C127
NIH3T3
COS7
HaCaT
HeLa
293T
Raji
SiHa
COS1
CVvl
MRC5
HeLa
CaCo2
HuH-7
NIH3T3
COS7
Vero
MDCK
CHO

Ursprungsspezies und
Ursprungsgewebe

humane Knochen-Fibroblasten
Kaninchen-Nierenepithel-Zellen
Affen-Nierenepithel-Zellen
Murine Embryo-Fibroblasten
humane Zervixkarzinomzellen
humane Haut-Keratinozyten
humane Prostata-Epithel-Zellen
humane Gliozyten
Hunde-Nierenepithel-Zellen
humane Nierenepithel-Zellen
Hamster-Nieren-Fibroblasten
Ratten-Haut-Fibroblasten
humane Darmepithel-Zellen
Affen-Fibroblasten
humane Lungenepithel-Zellen
Zervixkarzinomzellen

murine Fibroblasten

Affen-Nierenepithel-Zellen

murine Fibroblasten

humane Haut-Keratinozyten
humane Haut-Keratinozyten
humane Nierenepithel-Zellen
humane Nierenepithel-Zellen
murine Fibroblasten

humane Haut-Keratinozyten
humane Nierenepithel-Zellen
murine Brustepithel-Zellen
murine Fibroblasten

murine Embryo-Fibroblasten
Affen-Nierenepithel-Zellen
humane Haut-Keratinozyten
humane Zervixkarzinomzellen
humane Nierenepithel-Zellen
humane B-Lymphozyten
humane Zervixkarzinomzellen
Affen-Nierenepithel-Zellen
Affen-Nierenepithel-Zellen
humane Lungen-Fibroblasten
humane Zervixkarzinomzellen
humane Darmepithel-Zellen
humane Hepatomzellen
murine Embryo-Fibroblasten
Affen-Nierenepithel-Zellen
Affen-Nierenepithel-Zellen
Hunde-Nierenepithel-Zellen
Hamster-Ovarepithel-Zellen

Referenz

Miiller et al., 1995

Yeager et al., 2000
Roden et al., 1996a

Unckell et al., 1997
Stauffer et al., 1998

Buck et al., 2004
Pastrana et al., 2004

Rossi et al., 2000

Kawana et al., 1998a

Touzé und
Coursaget, 1998
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In dieser Arbeit konnte keine Pseudoinfektion in den SV40 T-Antigen-negativen CV1-Zellen,
wohl aber in den SV40 T-Antigen-positiven Tochterzelllinien COS1 und COS7 detektiert
werden. Auch bei Kawana ef al. (1998a) wurde fiir eine effiziente Detektion das SV40 T-
Antigen benoétigt: Die Effizienz lag bei CV1-Zellen bei weniger als 10 % im Vergleich zu
COS1-Zellen. Pastrana et al. (2004) fanden nach Pseudoinfektion bei den T-Antigen-
positiven 293TT-Zellen eine 30-40fach hohere Transgenexpression als bei den T-Antigen-
negativen 293H-Zellen. Als einzige Zelllinie ohne SV40 T-Antigen konnten in dieser Arbeit
293-Zellen pseudoinfiziert werden (Tab. 5.2), die auch nach DNA-Transfektion eine sehr
effiziente Transgenexpression aufweisen. Offensichtlich erreichte in unserem System die
Expression in Affenzellen erst nach einer episomalen SV40 ori-Replikation des
Reporterplasmids die Nachweisgrenze. Dagegen war dies bei 293-Zellen nicht nétig, da
entweder die Pseudoinfektion oder die Transgenexpression effizienter als bei Affenzellen
ausfiel. Demnach hingt die messbare ,Effizienz*“ der Pseudoinfektion in erster Linie vom
Expressionsniveau des Reportergens ab, und die Detektionsmethoden sind nicht sensitiv
genug, um jede pseudoinfizierte Zelle identifizieren zu konnen. Andere, sensitivere
Pseudovirionen-Systeme belegen, dass fast alle der getesteten T-Antigen-negativen Zellinien
pseudoinfizierbar sind (siche Tab. 5.3).

5.2.3 Die Rolle des Nebenkapsidproteins L2 bei der Herstellung infektioser Partikel

Die genaue Rolle von L2 fiir die Infektiositdit von Papillomaviren ist umstritten. In
Expressionssystemen kann sich das Hauptkapsidprotein L1 zwar auch ohne die Anwesenheit
des Nebenkapsidproteins L2 zu VLPs zusammenlagern, doch mit L2 vervielfacht sich die
Partikel-Ausbeute (Kirnbauer et al., 1993). Bei der Herstellung von Pseudovirionen stellte
sich L2 oft als unentbehrlich fiir die Enkapsidierung eines Zielplasmids heraus (Roden et al.,
1996a; Stauffer et al., 1998; Buck et al., 2004). Stauffer et al. (1998) demonstrierten, dass in
Sdugerzellen L2 an chromatinisierte Plasmide bindet. Doch nicht in allen
Produktionssystemen ist das Nebenkapsidprotein L2 essenziell fiir die Infektiositét (Unckell
et al., 1997; Kawana et al., 1998a; Touzé¢ und Coursaget, 1998). Kawana et al. (1998a; 2001)
erzielten allerdings eine wesentliche Zunahme der Infektiositdt, wenn L1/L2-VLPs verwendet
wurden. Ebenso steigerten Unckell et al. (1997) durch die Koexpression von L1 und L2 bei
der Pseudovirionsynthese in Sdugerzellen die Infektiositdt deutlich. Auch in dieser Arbeit
konnten Pseudovirionen ohne L2 hergestellt werden, wobei diese gegeniiber L1/L2-
Pseudovirionen ebenfalls eine geringere Infektiositét (~60 %) aufwiesen.

Zhou et al. (1994) identifizierten eine sequenzunabhingige DNA-bindende L2-Doméne und
schlugen eine Funktion bei der Verpackung des Genoms in das Kapsid vor. Zwar
beintriachtigten Deletionen in diesem Bereich die Infektiositdt, nicht aber die Enkapsidierung
eines Reporterplasmids in Sdugerzellen (Roden et al, 2001). Dennoch koénnte L2 bei
natiirlichen HPV-Infektionen an der spezifischen Genomverpackung beteiligt sein, denn es
16st die Restrukturierung von PODs (promonocytic leukemia protein (PML) oncogenic
domains) aus (Florin et al, 2002a) und rekrutiert moglicherweise L1 und E2-
Genomkomplexe in diese distinkten nukledren Doménen (Day et al., 1998). Dort erfolgen die
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Genomreplikation und die Virionmorphogenese (Swindle et al., 1999). Allerdings deutet die
Beobachtung, dass die Expression und der Kerntransport von L2 der L1-Synthese
vorausgehen, auf eine Translokation von L1-Pentameren in PODs hin, die nur indirekt durch
L2 iiber die Reorganisation der nukledren Doménen vermittelt wird (Florin et al., 2002b). Erst
im Zellkern kommt es zu einer direkten L1-L2-Interaktion und dem Einbau von L2 in das
Kapsid (Becker ef al., 2004). Auch in diesem Stadium konnte L2 an der Enkapsidierung des
viralen Genoms beteiligt sein: Die Deletion L1-bindender Doménen von L2 behindert die
Genomverpackung, aber nicht die Rekrutierung von L1 und E2 in PODs (Okun et al., 2001).

Einen weiteren Beleg fiir eine kritische Funktion von L2 bei der Infektion liefert die auch in
dieser Arbeit gemachte Beobachtung, dass die Pseudoinfektion durch L2-spezifische
AntikOrper neutralisiert werden kann (Roden ef al., 2000; Kawana et al., 1999). Die Inhibition
einer Papillomavirusinfektion durch L2-spezifische Antikérper wurde ebenfalls mehrfach
demonstriert (Christensen et al., 1991; Gaukroger et al., 1996; Roden et al., 1994b). Es
wurden L2-Epitope identifiziert, wovon ein lineares, an der Kapsidoberfldche lokalisiertes
Epitop bei genitalen HPV-Typen hochkonserviert ist und sowohl HPV16- als auch HPV6-
Pseudovirionen neutralisiert (Kawana et al., 1998b; Kawana et al., 1999). Die Inkubation von
Zielzellen mit einem Peptid, das diese Epitop-Sequenz enthélt, fiihrte zu einer
rezeptorvermittelten Bindung und Internalisierung und blockierte die Pseudoinfektion
(Kawana et al., 2001). Gegen eine Rolle bei der Partikeladsorption an die Zelloberflache
spricht jedoch, dass L1-Kapside mit gleicher Effizienz wie L1/L2-Kapside an Zellen binden
konnen (Roden et al., 1994a; Miiller et al., 1995; Volpers et al; 1995), und dass
neutralisierende BPV1 L2-spezifische Antiseren als nicht bindungsinhibitorisch
charakterisiert wurden (Roden et al., 1994a). Diese Befunde passen allerdings zu der
Hypothese eines L2-spezifischen Sekundérrezeptors fiir Papillomaviren, auf den das Kapsid
nach einer vorausgehenden L1/Heparansulfat-Wechselwirkung tibertragen werden konnte
(siche auch 1.4). Solch ein Rezeptortransfer konnte, verglichen mit einer nur durch L1
vermittelten Pseudoinfektion, in einer erhohten Effizienz der Aufnahme resultieren. Die
Untersuchung von BPV1 L2-Doménen, die an die Zelloberfliche binden konnen, lieferte
ebenfalls Hinweise auf einen L2-spezifischen Sekundarrezeptor (Yang et al., 2003).

Weiterhin konnte der neutralisierende Effekt L2-spezifischer Antikorper auf der Blockierung
von Infektionsschritten wie der Partikelaufnahme in die Zelle oder der Freisetzung des viralen
Genoms beruhen (Roden et al., 1994a; Roden et al., 1996b). Kiirzlich wurden Hinweise auf
eine weitere potenzielle Funktion von L2 in der Zelle gefunden (Kédmper et al., 2004): Ein L2-
Peptid mit antibiotischer Aktivitét integriert in zellulire Membranen und permeabilisiert sie
fiir niedermolekulare Farbstoffe. Uber einen #hnlichen Mechanismus kénnte L2 den Austritt
des viralen Genoms aus dem Endosom ermdglichen. Dabei ist die Peptidsequenz wichtig fiir
die Pseudoinfektion, denn Pseudovirionen mit Punktmutationen in dieser Region sind
erheblich in ihrer Infektiositét beeintréchtigt.
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5.2.4 Charakterisierung verschiedener Pseudovirionentypen

Direkte Interaktion

Eine Alternative zur in vitro-Disassembly/Reassembly zur Herstellung von Pseudovirionen ist
die ,,direkte Interaktion* (Combita et al., 2001). Wahrend der Koinkubation von VLPs mit
Reporterplasmid formieren sich DNA-Partikelkomplexe, die wie D/R-Pseudovirionen zu
einem partikelvermittelten Gentransfer in der Lage sind. Boursaghin et al. (2002) zeigten: Die
Effzienz des Gentransfers war, gemessen in einem quantitativen Luciferase-Expressionsassay,
um ein Vielfaches hoher als bei D/R-Pseudovirionen. Aulerdem konnte selbst fiir Plasmide,
die 1,1 kb bzw. 1,7 kb groBer als das HPV-Genom sind, nach direkter Interaktion eine
gewisse DNase-Protektion festgestellt werden, nicht aber nach einer Disassembly/Reassembly
(siche auch 5.2.1). Unter dem Elektronenmikroskop konnte die Assoziation je eines
verkiirzten Plasmidmolekiils mit einem Partikel beobachtet werden, wobei dies mit einer
partiellen Enkapsidierung oder einer Kondensation der DNA erklart wurde.

In dieser Arbeit wurde auch ohne eine vorherige Koinkubation der Partikel mit dem
Reporterplasmid ein partikelvermittelter Gentransfer erzielt, wenn Zellen mit unbehandelten
VLPs und DNA unter den gleichen Bedingungen wie fiir D/R-Pseudovirionen inkubiert
wurden. Dabei erschien die Effizienz gegeniiber D/R-Pseudovirionen zwar zwei- bis zehnfach
erhoht, aber nicht in der gleichen Grofenordnung wie bei Boursaghin et al. (2002), die unter
optimierten Bedingungen eine hundertfache Effizienzsteigerung feststellten. Wurden dagegen
zuvor einer Disassembly/Reassembly ohne Plasmid unterzogene Partikel fiir die direkte
Interaktion eingesetzt, und mit parallel hergestellten und im ELISA quantifizierten D/R-
Pseudovirionen verglichen, lag die hohere Infektiositit bei den D/R-Pseudovirionen. Diese
widerspriichlichen Befunde konnten darauf beruhen, dass die Standardisierung der
Pseudovirionenkonzentrationen mittels L1-capture-ELISA eventuell unzureichend ist, da
neben den Partikeln auch Kapsomere im D/R-Material detektiert werden. Andererseits konnte
die Ausbeute an infektiosen Pseudovirionen tatsidchlich effizienter sein, wenn sie durch
direkte Interaktion und nicht durch Disassembly/Reassembly hergestellt werden. Mit einem
vergleichbaren Partikelverlust wie bei der Disassembly/Reassembly (durch Adsorption an
Dialyseschlauche und Degradierung wéhrend der langwierigen Dialyseschritte) ist bei der
direkten Interaktion schlieBlich nicht zu rechnen. Boursaghin et al. (2002) fanden, dass die
Koinkubationsbedingungen, insbesondere die Salzkonzentration und der pH-Wert, einen
wesentlichen Einfluss auf die Effizienz des Gentransfers ausilibten. Der Verzicht auf eine
Koinkubation unter optimalen Bedingungen in der vorliegenden Arbeit konnte die niedrigere
Effizienzsteigerung begriinden. Auch die geringe Infektiositit bei Verwendung von D/R-
Material fiir die direkte Interaktion ist moglicherweise durch die CaCl,-Konzentration des
Reassembly-Puffers (2 mM) zu erkldren, denn schon bei geringeren CaCl,-Konzentrationen
beobachteten Boursaghin et al. (2002) eine Inhibition des Gentransfers. Keine Unterschiede
waren in der Verteilung der Fluoreszenzintensitit zu finden, die von der Zahl der
eingeschleusten Plasmide pro Zelle abhéngt.

135



Einfluss verschiedener Plasmid-Isoformen bei der Disassembly/Reassembly

Auch mit linearisiertem Plasmid konnten durch Disassembly/Reassembly Pseudovirionen
hergestellt werden, die sogar zu einem effizienteren Gentransfer als Pseudovirionen mit
zirkuldrem Plasmid fiihrten (Boursaghin et al., 2002). Kawana et al. (1998a) setzten bei der
Reassembly zwar superhelikales Plasmid ein, isolierten aber die relaxierte Isoform aus den
resultierenden Pseudovirionen. Bei der DNA-Extraktion aus in Sdugerzellen hergestellten
Pseudovirionen fanden sich superhelikales, lineares und relaxiertes Plasmid (Stauffer et al.,
1998). Diese Befunde werfen die Frage auf, welche Rolle die physikalische Struktur der DNA
bei der Formierung von Pseudovirionen spielt.

Um die Auswirkungen unterschiedlicher Plasmidtopologien zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit parallel D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem, relaxiertem und linearem Plasmid
hergestellt. Es fanden sich allerdings keine Unterschiede bei der Effizienz der Reassembly
oder der Infektiositdt. Die verschiedenen Pseudovirionentypen zeigten gleiche Effizienzen
beim partikelvermittelten Gentransfer, sowohl bei dem Anteil der pseudoinfizierten Zellen als
auch der Fluoreszenzintensitit, die von der Anzahl der eingeschleusten Plasmide pro Zelle
abingt. Dabei scheinen Pseudovirionen mit linearem Plasmid, fiir die eine episomale SV40
ori-abhingige Plasmidreplikation in den Zielzellen nur nach einer Rezirkularisierung des
Plasmids mdglich ist, nicht benachteiligt. Dies wurde auch schon von Boursaghin et al.
(2002) beobachtet, die bei Verwendung eines SV40 ori-Reporterplasmids in den SV40 T-
Antigen-positiven Zielzellen (COS7) mit der linearen Isoform sogar eine zwei- bis dreifach
hohere Reportergenexpression als mit der zirkuldren Isoform detektierten.

Unterschiedliche Formen der DNA-Partikelassoziation

Die Schwebedichte von mit DNA gefiillten Virionen (1,34-1,36 g/ml) ist hoher als die leerer
VLPs (1,29-1,30 g/ml; Breedis et al., 1962). Bei Pseudovirionen aus in vivo-Systemen und
Disassembly/Reassembly wurde eine gegeniiber VLPs erhohte Schwebedichte detektiert
(Roden et al., 1996a; Unckell, 1997; Stauffer et al., 1998; Rossi et al., 2000; Kawana et al.,
1998; Touzé und Coursaget, 1998). Zhao et al. (1998; 2000) fanden neben ,,schweren
Partikeln (1,34 g/ml), die das gesamte 8 kb-lange Reporterplasmid verpackt hatten, auch
»leichte® Partikel (1,30 g/ml), die zu einem geringen Teil das vollstindige Plasmid,
mehrheitlich aber Fragmente davon verpackt hatten.

Bei der Analyse der Schwebedichte der in dieser Arbeit hergestellten Pseudovirionentypen
fanden sich bei D/R-Pseudovirionen mit linearem Plasmid und durch direkte Interaktion
hergestellten Pseudovirionen im Gegensatz zu D/R-Pseudovirionen mit superhelikalem oder
relaxiertem Plasmid nur ,leichte” Partikel (mit der Dichte leerer VLPs), aber keine
»schweren® Partikel. Die Untersuchung der einzelnen CsCl-Fraktionen ergab, dass bei D/R-
Pseudovirionen mit zirkulirem Plasmid die Infektiositit hauptsdchlich in den
Partikelfraktionen mit hoherer Schwebedichte lokalisiert war. Bei D/R-Pseudovirionen mit
linearem Plasmid und durch direkte Interaktion hergestellten Pseudovirionen dagegen waren
die ,,leichten* Partikel infektids. Auch die Detektion partikelassoziierter DNA in ,,leichten*
Partikelfraktionen belegt, dass die Anlagerung des Reporterplasmids nicht in allen Féllen zu
einer Erhohung der Schwebedichte des Partikels fiihrt. Nicht alle infektiosen Pseudovirionen
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weisen die Schwebedichte von mit DNA gefiillten Kapsiden auf - sie kénnen durchaus mit der
Dichte leerer VLPs vorliegen. Solche ,leichten”, mit vorwiegend ~ 5 kb groflen
Plasmidfragmenten gefiillte Partikel wurden bereits von Zhao et al. (2000) beschrieben. Die
Schwebedichte wurde also durch die physikalische Struktur des Plamids (zirkuldr versus
linear) und die Produktionsmethode (Disassembly/Reassembly versus direkte Interaktion)
bestimmt, die moglicherweise zu unterschiedlichen Formen und Volumina der DNA-Partikel-
Komplexe fiihren.

Demnach wire die DNA bei D/R-Pseudovirionen anders mit dem Partikel assoziiert als nach
der direkten Interaktion. Dabei wurde bei allen Pseudovirionentypen, unabhingig von
Plasmid-Isoform und Herstellungsmethode, die Infektiositdt durch eine DNase-Behandlung
aufgehoben, was bei Kawana et al. (1998) und Boursaghin et al. (2002) nicht auftrat. Wie in
5.2.1 erldutert, ist der Nachweis verpackter DNA problematisch, denn auch lediglich mit
Protein komplexierte DNA kann vor DNasen geschiitzt sein (Boursaghin et al., 2003).
Vielleicht beruhen die unterschiedlichen Befunde auch auf Abweichungen bei den
experimentellen Bedingungen. In dieser Arbeit konnte eine vollstindige Verpackung weder
bei Pseudovirionen aus Disassembly/Reassembly noch aus direkter Interaktion nachgewiesen
werden. Deshalb erscheint eine partielle Enkapsidierung oder duf3erliche Anheftung plausibel,
wobei die Art der Assoziation bei der direkten Interaktion anders ist als bei D/R-
Pseudovirionen, wie sich aus der unterschiedlichen Schwebedichte ableiten ldsst. Auf eine
unvollstindige  Verpackung bei der direkten Interaktion weisen auch die
elektronenmikroskopischen Analysen von Boursaghin ef al. (2002) hin, die Partikel mit je
einem verkiirzten Plasmidmolekiil assoziiert zeigten.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ldsst sich schlieBen, dass sich bei der
Disassembly/Reassembly mit zirkuldrem Plasmid ein Teil der DNA derartig mit den Partikeln
verbindet, dass eine erhohte Schwebedichte resultiert. Es gibt aber auch DNA-
Partikelkomplexe, die die gleiche Schwebedichte wie leere VLPs aufweisen. Diese findet man
ausschlieflich bei durch direkte Interaktion hergestellten Pseudovirionen und D/R-
Pseudovirionen, wenn lineares Plasmid verwendet wurde. Sowohl ,,schwere® als auch
,leichte* Partikel sind infektios, aber nicht DNase-resistent. Die Pseudovirionen weisen also
in Abhdngigkeit von der Produktionsmethode und der physikalischen Struktur des Plasmids
unterschiedliche Schwebedichten auf. Dies deutet auf unterschiedliche Formen der DNA-
Partikelassoziation hin, bei denen das Plamid nicht vollstindig in das Kapsid verpackt wird,
sondern partiell enkapsidiert oder von auflen adsorbiert vorliegt.

5.3 Perspektiven

Auch wenn die in dieser Arbeit hergestellten Pseudovirionen keine vollstdndige Verpackung
des Reporterplasmids aufweisen, sind sie zum partikelvermittelten Gentransfer fahig und
deshalb fiir eine Vielzahl von Versuchsansétzen geeignet. Disassembly/Reassembly und
direkte  Interaktion sind vergleichsweise = wenig aufwindige Methoden zur
Pseudovirionenproduktion, bei denen beliebige Reportersysteme wie z.B. GFP (Buck ef al.,
2004), B-Galaktosidase (Kawana ef al., 1998a), Puromycin (Stauffer et al., 1998), sezernierte
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alkaline Phosphatase (Pastrana et al., 2004) oder Luciferase (Combita et al., 2001) eingesetzt
werden konnen, so lange eine kritische PlasmidgroBe nicht tiberschritten wird (Buck et al.,
2004). Yeager et al. (2000) fiihrten mit Pseudovirionen, bei denen das Reportergen chemisch
an VLPs gekoppelt worden war, Neutralisationsassays durch. Die Verwendbarkeit der in der
vorliegenden Arbeit hergestellten Pseudovirionen fiir die Analyse von Seren wurde
experimentell belegt (4.2.2.2). Aber auch in weiteren Studien zur Partikelbindung und -
Aufnahme konnten sie eingesetzt werden. Besonders interessant wére die Pseudoinfektion
von organotypischen Epithelkulturen, bei denen die horizontale Strukturierung, insbesondere
die fortschreitenden Differenzierungsstadien des natiirlichen Wirtsgewebes nachgebildet sind
(Als Keratinozyten bieten sich z.B. SV40 T-Antigen-positive HaSV-Zellen an, in denen die
Transgenexpression durch die episomale Replikation des Reporterplasmids erhoht ist). Eine
weitere Moglichkeit ist die Konstruktion von Pseudovirionen verschiedener HPV-Typen fiir
vergleichende Studien. Combita et al. (2001) publizierten bereits die in vitro-Synthese von
Pseudovirionen der HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 39, 45, 58, 59 und 68. Der breite Tropismus
der Pseudovirionen (5.2.2) ermoglicht die Herstellung von DNA-Vektoren, die fiir viele
verschiedene Zielzellen eingesetzt werden konnen. Dabei kdnnten Pseudovirionen sogar fiir
gentherapeutische Ansdtze oder Vakzinierungen sicher genug sein, da ihnen sémtliche viralen
Genomsequenzen fehlen. Im Mausmodell wurde bereits eine Immunisierung mit D/R-
Pseudovirionen durchgefiihrt, bei der mucosale und systemische T-Zell-Antworten erzielt
wurden (Shi et al., 2001). Dabei wurde auch ein adjuvanter Effekt von Pseudovirionen fiir
DNA-Vakzinierungen demonstriert (Shi et al., 2001), der vermutlich auf der Aktivierung
dendritischer Zellen durch die Kapside beruht (Rudolf et al., 2001). Fiir mehrteilige
Immunisierungsprotokolle konnten Pseudovirionen verschiedener HPV-Typen verwendet
werden.
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Zentimeter

Quadratzentimeter

cytomegalovirus immediate early
Cytidin-Guanidin-Dinukleotidfolge
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cpm
CS

CsCl

CSF
C-terminal
CTL
CVLP

d

D/R
DAPI
dCTP
DEPC
DKFZ
DMEM
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DP

E. coli
E1-E7
E2F
E6-AP
ECL
EDTA
EGF
EGFP
ELISA
EM

et al.

FACS
FcyRIIL
FCS

g

Go, G1, G2
gall/10
GFP

Gln

Glu

GST

h

HBS
HEPES
HIV
HLA

Zerfille pro Minute (counts per minute)

Kaélberserum (calf serum)

Césiumchlorid

colony stimulating factor

Carboxy-terminal

zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T-lymphocytes)
chimire virusdhnliche Partikel (chimeric virus-like particles)

Tag (day)
Disassembly/Reassembly

4°,6’-Diamino-2-phenyl-indoldihydrochlorid
Deoxycytidinphosphat

Diethylpyrocarbonat

Deutsches Krebsforschungszentrum

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease

Desoxynukleotidtriphosphat

E2F dimerization partner, drtfl-polypeptide

Escherichia coli

early proteins 1-7

(Adenovirus-) E2-Faktor

E6 associated protein

enhanced chemoluminescence
Ethylendiamintetraessigsdure (ethylenediaminetetraacetic acid)
epidermal growth factor

enhanced green fluorescent protein
enzyme-linked immunosorbent assay
Elektronenmikroskopie

und andere (et alia)

Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorter)
constant fragment y receptor 111
fetales Kélberserum (fetal calf serum)

Gramm

Gap-Phasen des Zellzyklus
Galaktose-1/10-Promotor
green fluorescent protein
Glutamin

Glutaminsdure
Glutathion-S-Transferase

Stunde

HEPES-gepufferte Salzlosung (hepes buffered saline)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonsdure
human immunodeficiency virus

human leukocyte antigen
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HPLC
HPV

IgG
Ile
IPTG

kb
kPa
kD
KV

1

L1,L2

lacZ
LB-Medium
LCR

Leu

leu2-d

Lys

M

mA
mg
min

ml

mm
mM
mmol
MOPS
M-Phase
mRNA

NAPP
NCR

ng

NK

nm
N-terminal

OD
OLB

PAGE
PBS
PCR
PDGF
PEG
pH
p.i.
PK

high-performance liquid chromatography
humanpathogenes Papillomavirus

Immunoglobulin G
Isoleucin
Isopropylthio-B-D-galaktosid

Kilobasenpaare
Kilopascal
Kilodalton
Kilovolt

Liter

late proteins 1, 2

B-Galaktosidase-Gen

Luria Bertani-Medium

lange Kontrollregion (long control region)
Leucin

Leucin-Auxotrophiemarker mit 2 um-Elementen
Lysin

Molar

Milliampére

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Millimol
3-[N-Morpholino]propansulfonsdure
Mitose-Phase

Boten-RNA (messenger RNA)

Natriumphosphat-Puffer

nichtkodierende Region (noncoding region)
Nanogramm

Negativkontrolle

Nanometer

Amino-terminal

optische Dichte
oligo-primed labelling buffer

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered saline)
Polymerase-Ketten-Reaktion

platelet-derived growth factor

Polyethylenglykol

potentia hydrogenii

préainkubiert

Positivkontrolle
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PML
pmol
PMSF
PODs
Poly-A
pRB
Pro
PVDF
PZD

RMPI
RNA
RNase
rpm
rRNA
RT
RT-PCR

S

S

SDS

Ser
S-Phase
SSC
ssDNA
SV40 ori
SV40 Tag

T

Tab.
TAE
TAF 110
TBE
TBP

TE
TEM
TEMED
Thr
TNE
Tris
tRNA
Tyr

U
Ura
URR
uv

Val

promonocytic leukemia protein

picomol

Phenylmethylsulfonylfluorid

promonocytic leukemia protein (PML) oncogenic domains
Poly-Adenylierungs-Stelle

Retinoblastoma-Protein

Prolin

Polyvinylidendifluorid

PSD-95/discs-large/Z0-1

Roosevelt Park Memorial Institute
Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)

Ribonuklease

Rotationen pro Minute

ribosomale RNA

Raumtemperatur
Reverse-Transkription-Polymerase-Ketten-Reaktion

Svedberg

Sekunde

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

Serin

Synthese-Phase

Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer (sodium chloride-sodium citrate)
single-stranded DNA

simian vacuolating virus 40 origin of replication

simian vacuolating virus 40 large tumor antigen

Triangulationszahl

Tabelle

Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TBP-assoziierter Faktor 110
Tris-Borat-EDTA-Puffer
TATA-Box-Bindeprotein
Tris-EDTA-Puffer
Transmissionselektronenmikrosskopie
N, N, N, N'-Tetramethylethylendiamin
Threonin

Tris-NaCl-EDTA-Puffer
Trishydroxymethylaminomethan
Transfer-RNA

Tyrosin

Einheit (unit)

Uracil

upstream regulatory region
ultraviolett

Volt
Valin
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VF
VLP
VP22

4

X
X-Gal

Y Geo Mean
YPD
YPG

Verdiinnungsfaktor
viruséhnlicher Partikel (virus-like particle)
viral protein 22 (des Herpes simplex-Virus 1)

Watt

-fach (Menge)

(5-Brom-4-chlor-3-indolyl)-pB-D-galaktosid

geometrical mean of fluorescence (bezogen auf Abschnitt der Y-Achse)

yeast extract peptone dextrose
yeast extract peptone galactose
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