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1. Zusammenfassung

Im Fokus dieser Arbeit stand die Modifikation des Tropismus von Adenovirus Subtyp
5 (Ad5) durch De- und Retargeting. In Infektions- und Kompetitionsexperimenten mit
verschiedenen Dauerzellen und Primarzellen wurden die Wechselwirkungen von Ad5
mit seinen naturlichen Rezeptoren untersucht. Hierbei wurde ein in-vitro 2-
Komponenten-Kompetitionssystem etabliert, auf dessen Basis gezeigt werden
konnte, dass Ad5 auf allen analysierten Zelllinien neben CAR (Coxsackievirus-
Adenovirus-Receptor) und HSPG (Heparansulfatproteoglykane) keine weiteren
natirlichen primaren Rezeptoren fur die Infektion effizient nutzt. Beide
Aufnahmemechanismen zeigen einen synergistischen Effekt bei der Vermittlung der
Transduktion.

Im Rahmen des Detargetings wurden Kontaktaminoséauren modifiziert, die eine Rolle
bei der Interaktion mit CAR spielen und im Kontext ,pseudogetypter” Viren
untersucht. Die Grundlage zur Herstellung pseudogetypter adenoviraler Partikel war
das genomisch fiberlose Konstrukt Ad5.GFP.AF/F*, welches in einem etablierten
transienten  Transfektions- und Infektionssystem mit modifizierten Fibern
phanotypisch mit modifizierten Fibern ausgestattet wurde. Die Daten zeigen, dass
der gleichzeitige Austausch der beiden Aminosauren S408E/P409A innerhalb der
Fiber die Interaktion mit CAR soweit herabsetzt, dass auch zuséatzliche
Modifikationen diesen Effekt nicht weiter verstarken.

Auf der Grundlage eines SP-modifizierten Fiberproteins wurden dann verschiedene
Peptide mit einer potentiellen Spezifitat fur koronale glatte Muskelzellen in den
exponierten HI-Loop der Fiber eingefuhrt und der Einfluss dieser Peptide auf die
Infektiositat im  Kontext ,pseudogetypter” Partikel im 2-Komponenten-
Kompetitionssystem untersucht. Da unter diesen Bedingungen eine Infektion Uber
die naturlichen Rezeptoren nicht mehr mdglich ist, konnte gefolgert werden, dass
eine gesteigerte Transduktionseffizienz durch die Spezifitat der inkorporierten
Peptide vermittelt wurde. Hierbei konnte ein fur glatte Muskelzellen spezifisches
Peptid und ein RGD-artiges Peptid identifiziert werden, welches die
Transduktionseffizienz von Ad5 gegenitber allen getesteten Zelllinien signifikant

erhohte.



Somit konnte gezeigt werden, dass ein Retargeting durch Einfihrung Zelltyp-
spezifischer Peptide moglich ist und von den nattrlichen Rezeptoren unabhangige
Infektionswege von adenoviralen Vektoren genutzt werden kénnen. Im Rahmen der
gewahlten experimentellen Bedingungen lagen die durch die spezifischen Peptide
vermittelten  Transduktionseffizienzen in  Abwesenheit der  natirlichen
Rezeptorinteraktionen in einem Bereich von 3 — 7 %. Es ware deshalb in weiteren
Experimenten zu prifen ob eine Steigerung der Vektordosis zu einer Steigerung der
Transduktionseffizienz auf ein gentherapeutisch relevanten Mafd fuhrt und die
spezifischen Rezeptoren in ausreichender Menge von den Zielzellen exprimiert

werden.



Summary

The focus of this work was the modification of the tropism of Adenovirus Subtype 5
(Ad5) by de- and retargeting. The interactions of Ad5 with its natural receptors were
analyzed in infection- and competition experiments with several permanent and
primary cells in an in vitro 2-component-competition-system. By using this system it
was possible to demonstrate that Ad5 uses no other primary receptors besides CAR
(Coxsackievirus-Adenovirus-Receptor) and HSPG (heparansulfate proteoglycans) to
infect the analyzed cells efficiently. Both uptake mechanisms show a synergistic
effect during mediation of transduction.

For detargeting several contact amino acids were exchanged, which play a role in
CAR-interaction. The modifications were introduced in the fibers of so called
pseudotyped viruses. These viruses (Ad5.GFP.AF/F") do not possess a fibergene in
their genomes but are phenotypically equipped with fiber proteins, which are
provided in an established transient transfection and infection system. The data show
that the double modification of amino acids S408E/P409A ablates CAR-interaction
almost completely. Additional modifications of further contact residues did not
enhance this effect any further.

For retargeting, several peptides with a potential specificity for coronary aortic
smooth muscle cells were introduced in SP-detargeted fibers and the infectivity of the
pseudotyped viruses was analyzed in vitro in the 2-component-competition-system.
Under these conditions infection via natural receptors is no longer possible and
therefore it can be assumed, that infectivity is mediated by the incorporated ligands.
The screening of retargeted Ads revealed a peptide with is specific for smooth
muscle cells and an RGD-like peptide, capable to enhance infectivity in all tested cell
lines.

It was shown, that the introduction of celltype-specific peptides lead to retargeting
mediated by receptors independend from and CAR- and HSPG. In the absence of
both natural receptor interactions, the transduction efficiencies mediated by the
specific peptides were between 3 — 7 % within the range of the experimental
conditions. Additional experiments are required to further validate if this transduction

efficiency is sufficient for therapeutical use.



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Gentherapie

Unter Gentherapie versteht man den Transfer von genetischem Material in Zellen zu
therapeutischen Zwecken. Prinzipiell kann hierbei zwischen somatischer Gentherapie
und Keimbahntherapie unterschieden werden. Letztere ist zwar theoretisch machbarr,
wirft aber insbesondere ethische Einwande auf und ist daher u.a. in Deutschland
verboten. In Abhangigkeit von den individuellen Bedingungen stehen der
Gentherapie verschiedene Methoden des Gentransfers zur Verfugung. Zu den
unspezifischen Verfahren gehdren physikalische Methoden wie Transfektion,
Elektroporation, Mikroinjektion und Partikelboombardierung. Die Aufnahme des
Transgens ist hier unabhangig von zellularen Rezeptoren. In der Statistik machen
diese unspezifischen Methoden etwas weniger als 30 % aller gentherapeutischer
Studien aus. Zu den spezifischen Verfahren gehdrt der rezeptorvermittelte
Gentransfer, bei der das Transgen an Liganden gekoppelt wird. Die weit
Uberwiegende Mehrzahl der spezifischen Methoden basiert mit etwa 70 % aller
klinischer Studien auf viralen Vektoren. Hierunter sind Adenoviren mit 25 % und

Retroviren mit 23 % aller Studien die prominentesten Vertreter (Abb. 2.1).

Vectors Used in Gene Therapy Clinical Trials W)

Adenovirus 25% (n=324)
Retrovirus 23% [n=299)
MNaked/Plasmid DNA 18% (n=234)
Lipofection 8% (n=102)

Vaccinia virus 7% (n=%0)

Poxvirus 6.7% (n=86)
Adeno-associated virus 3.7% (n=47)
Herpes simplex virus 3.4% [n=43)
RNA transfer 1.2% (n=14)

Other categories 2.6% (n=33)
Unknown 3.1% (n=40)

oc00OOODOOGS

The Journal of Gene Medicine, & 2007 John Wilay and Sons Lid www. wilay.co.uk/genmed/clinical

Abb. 2.1: Verteilung der verschiedenen Vektoren im Rahmen gentherapeutischer
klinischer Studien von 1989 bis zum laufenden Jahr 2007. Aus: The Journal of Gene
Medicine Clinical Trial Database (Wiley Database).



Die somatische Gentherapie kann entweder ex vivo oder in vivo erfolgen. Die
Maoglichkeiten der ex vivo-Therapie beschranken sich auf jene Zellen und Gewebe,
deren Entnahme sich unkompliziert gestaltet. Ist dies nicht ohne weiteres mdglich,
wie bei Erkrankungen des kardiovaskularen Systems, des ZNS, Tumoren oder des
Atmungstraktes, muss das therapeutische Transgen entweder systemisch oder direkt
in das betroffene Gewebe appliziert werden. Das setzt voraus, dass die Zielzellen
moglichst spezifisch und effektiv das Transgen aufnehmen, wodurch die Wahl des
Vektors hier besonders kritisch ist. Von allen gentherapeutischen Vektorsystemen
besitzen virale Vektoren durch ihre Interaktion mit zellularen Rezeptoren die grofite
Spezifitat. Hierbei moéchte man auf der einen Seite die Fahigkeit von Viren nutzen,
ihre Gene effizient in Zellen einzubringen und zu exprimieren, aber andererseits die
mit der Infektion verbundenen pathogenen Eigenschaften nach Madglichkeit
minimieren. In der Regel ist hierbei die Expression viraler Gene insbesondere in
Hinblick auf Toxizitat, Immunogenitat und Replikation unerwinscht.

Prinzipiell kann man virale Vektoren in zwei Gruppen einteilen: Diejenigen, die ihr
Genom in die Wirts-DNA integrieren (Retroviren und Lentiviren) und solche, deren
Genom im Kern hauptsachlich extrachromosomal als Episom vorliegt (Herpesviren,
AAV und Adenoviren) (Anhang 7.I). Adenoviren besitzen von allen in der
Gentherapie verwendeten viralen Vektoren die grofite Effizienz, erfolgreich Zellen zu
transduzieren und sind in der Lage, sowohl ausdifferenzierte ruhende Zellen wie
auch proliferierende Zellen erfolgreich zu infizieren, wobei die Infektiositat
mafgeblich auf die verbreitete Prasenz der natlrlichen Rezeptoren zurickzuflhren
ist. Allerdings liegt gerade hier die Achillesferse flir den Einsatz dieser Vektoren in
der Gentherapie. Neben den potentiellen Zielzellen, kame es zu einer Infektion aller
die primaren Rezeptoren exprimierender Zellen und Gewebe. Gemal der Statistik
des Journals of Gene Medicine auf der Internetseite von Wiley, handelt es sich bei
etwa 30 % der im Rahmen der Gentherapie Ubertragenen Gene um Suizidgene,
Wachstumsfaktoren und Tumorsupressoren. Von daher kann eine Expression dieser
Gene aullerhalb des Zielgewebes unabsehbare Folgen mit sich fuhren. Aus diesem
Grund versucht man unter anderem durch Verwendung gewebsspezifischer
Promotoren die Expression des Transgens auf die Zielzellen zu beschranken, was

aber andererseits nicht die Infektion dieser Gewebe beeintrachtigt (Anhang 7.11).



2.2 Adenoviren

Der adenovirale Infektionszyklus kann in zwei distinkte Phasen eingeteilt werden. Die
erste Phase umfasst die Bindung an primare Rezeptoren, die Internalisierung und
den Transport des Ad-Genoms in den Zellkern sowie die selektive Transkription und
Translation der frihen Gene. Diese fruhen Ereignisse dienen der Modulation des
Zellstoffwechsels, um die Replikation des adenoviralen Genoms und die Expression
der spaten Strukturproteine zu gewahrleisten. Die spate Phase der Ad-Infektion
umfasst die Expression der Strukturproteine, Assemblierung der Kapside,
Verpackung der Genome und die abschlieBende Freisetzung durch die Lyse der
Wirtszelle.

2.2.1 Entdeckung und Klassifizierung

Im Jahr 1953 wurden Adenoviren erstmals aus Tonsillen und adenoidem Gewebe
isoliert und in Kultur vermehrt (Rowe et al., 1953). Die ikosaedrische Struktur des
Subtyps Ad5 wurde 1959 erstmals elektronenmikroskopisch dargestellt (Brenner und
Horne 1959). Dabei konnte die Zusammensetzung der einzelnen Strukturelemente
im Kapsid aufgeklart werden. Hiernach besteht das Kapsid aus 252 Untereinheiten;
davon besitzen 240 Untereinheiten 6 Nachbarn (Hexone) und 12 Untereinheiten 5
Nachbarn (Pentone). Im Jahr 1965 wurden dann elektronenmikroskopische
Aufnahmen eines einzelnen Ad5-Partikels verodffentlicht, welche die langen
antennenartigen Fibern im Kapsid verankert zeigen. Bereits hier wurde eine Rolle der
Fibern im Zusammenhang mit der Adsorption an die Wirtszelle vermutet (Valentine
und Pereira, 1965).

Adenoviren werden in vier Genera eingeteilt. Die Genera Aviadenovirus,
Siadenovirus und Atadenovirus sind reine tierpathogene Vertreter. Die
humanpathogenen Adenoviren zahlen zum Genus der Mastadenoviren. Die bislang
bekannten 51 humanpathogenen Subtypen werden in die Subgenera A bis F
eingeteilt. Die Einteilung erfolgt absteigend nach ihrem Potential in Nagetieren
Tumore zu erzeugen von A bis F (Abb. 2.2) (Horwitz, 1996; Wadell et al., 1980 und

1987; Mautner, 1989). Die humanpathogenen Ads werden daneben auch in zwei



phanotypische Gruppen unterteilt. Danach rechnet man die Subgruppen B, C und E
zu der respiratorischen Gruppe und die Subgruppen A und F zur gastrointestinalen
Gruppe (Bailey und Mautner, 1994). Adenoviren verursachen akute respiratorische
Infektionen, Lungenentzindungen bei Kindern, Rachenkatarr, Entzindungen der
Bindehaut des Auges und epidemische Keratokonjunktivitis sowie Erkrankungen des
Gastrointestinalbereiches. Darlber hinaus kommt es bei immunsupprimierten
Personen vereinzelt zu Entzindungen der Bauchspeicheldrise und der Harnwege
(Shenk, 1996; Farng et al., 2002; Volpers und Kochanek, 2004).

Einteilung humanpathogener Subtypen

Sub- onkogenes Potential in
genus Subtyp Gewebe Nagern
A 12,18, 31 Gastrointestinalbereich hoch
Lunge, Pharynx,
B |3,7,11,14, 16, 21, 34, 35, 50 Bindehaut mittel
C 1,2,5,6 Pharynx niedrig

8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30,

D 32, 33, 36-39, 42-47, 49, 51 Bindehaut niedrig
E 4 Respirationstrakt niedrig
F 40, 41 Gastrointestinalbereich unbekannt

Abb. 2.2: Tabellarische Einteilung der humanpthogenen adenoviralen Subtypen. (in Anlehnung
an Modrow, Molekulare Virologie, 2. Auflage, Spektrum-Verlag; modifiziert)

2.2.2 Struktur und Genom

Adenoviren sind unumhdallte Viren mit einen Durchmesser von etwa 80 nm und einem
Molekulargewicht von etwa 150 MDa. Das Genom von Adenoviren besteht aus
einem linearen doppelstrangigen DNA-Molekll mit einer Lange von 36 bis 38 kb.
Adenoviren enthalten 11 verschiedene Strukturproteine, von denen 7 das Kapsid
bilden und die Ubrigen 4 (Protein V, VII, y und terminales Protein) gemeinsam mit der
DNA als Core bezeichnet werden. Ihre kubische Kapsidsymmetrie besitzt die Form
eines lkosaeders, das aus 20 gleichseitigen Dreiecksflachen und 12 Ecken
aufgebaut ist. Die 20 Dreiecksflachen werden aus je 12 homotrimeren Hexonen

gebildet. In den 12 Ecken befinden sich die Pentone. Die Pentone bestehen aus



einer homopentameren Basis, die vom Pentonbasisprotein gebildet wird und einem
homotrimeren Fiberanteil, der nicht kovalent in der Pentonbasis verankert ist (Abb.
2.3).

Capsid proteins Core proteins Cement proteins

. Hexon t‘i v = Vi
el IX

— — Fibre . VI i

' Penton Base U Mu E VI

Abb. 2.3: Schematischer Aufbaubau eines Adenovirus. Die
Positionen und die Anordnung der Proteine im Kapsid ist durch
elekronenmikroskopische  Aufnahmen bekannt. Die genauen
Positionen der Core-Proteine im Innern des Kapsids ist noch nicht
endglltig geklart (Graphik entnommen aus: Russell, 2000)

Neben den drei Hauptstrukturproteinen Hexon (Il), Penton (lll) und Fiber (IV)
befinden sich im Kapsid weitere kleine Proteine, die hauptsachlich der Stabilisierung
der Struktur dienen und deshalb auch als Zementproteine bezeichnet werden (VI,
VIII, 1X, Illa). Hierbei sind die Proteine VI und VIII an der Innenseite des Kapsids
lokalisiert und die Proteine IX, llla an der AuRRenseite (Stewart et al., 1991; Russell,
2000; Vellinga et al., 2005). Zu den drei Coreproteinen zahlt das an die ITRs der 5°-
Enden kovalent gebundene terminale Protein (TP) sowie das sehr basische Protein
VII und das kleine Peptid mu, die beide mit der DNA assoziiert sind (Rekosh et al.,
1977; Anderson et al., 1989). Dieser DNA-Protein-Komplex wird noch vom Protein V
erganzt, welches eine raumliche Verbindung zum Protein VI in der Innenwand des

Kapsids herstellt (Matthews und Russell, 1995). Daruber hinaus befindet sich in den

8



Kapsiden eine virale Protease, die zur Prozessierung viraler Strukturproteine
notwendig ist (Weber, 1976; Webster et al., 1989a und 1989b).

Kapsid
240 trimere Einheiten (=Hexon Kapsomere),
Hexon (I1) 720 Kopien Hauptkomponente des Kapsids
12 pentamere Einheiten, Basiskomponente der 12
Pentonbasis (III) 60 Kopien Penton-Kapsomere

12 trimere Einheiten, nicht-kovalent mit der
Pentonbasis verbunden, die Struktur aus

Fiber (IV) 36 Kopien Pentonbasis und Fiber bildet das Penton
Hexon-assoziiertes Protein, teilweise an der
llla 60 Kopien Oberflache lokalisiert
Hexon-assoziiertes Protein, 60 hexamere Einheiten,
VI 360 Kopien an der Innenseite des Kapsids lokalisiert
Hexon-assoziiertes Protein, an der Innenseite des
il 130 Kopien Kapsids lokalisiert
Hexon-assoziiertes Protein, teilweise an der
IX 240 Kopien Oberflache lokalisiert
Core
\ 160 Kopien DNA-assoziiertes Protein
VIl 630 Kopien Argininreiches, mit der DNA assoziiertes Protein
IMu (X) 100 Kopien Kleines basisches, mit der DNA assoziiertes Protein

Terminales Protein, kovalent an 5°-Enden der DNA
gebunden, Precursor (pTP) dient als Primer in der
TP 2 Kopien Replikation

Abb. 2.4: Ubpersichtstabelle der adenoviralen Strukturproteine. Die Nomenklatur in Form
rémischer Ziffern leitet sich ab aus der Laufhdhe der einzelnen Proteine in der SDS-PAGE, wobei |
dem groften und X dem kleinsten Strukturprotein entspricht. (Modifiziert; nach Volpers &
Kochanek)

Das Genom kodiert auf beiden Strangen Uber 50 Polypeptide, oft in Form
uberlappender transkriptioneller Einheiten. Man unterscheidet 5 funktionelle Gruppen
von Genen. Die frih transkribierten Gene in den Regionen E1 bis E4 und die spat
exprimierten L-Proteine, die als Strukturproteine fur die Assemblierung verantwortlich
sind. Die Transkription der meisten spaten Proteine beginnt am Major Late Promotor
(MLP). Hierbei entsteht zunachst ein Uber 30 kB langer Vorlaufer, aus dem durch
Spleillen die mRNAs der verschiedenen Strukturproteine generiert werden. Dem
MLP folgt unmittelbar ein Bereich, der aus drei nicht kodierenden Exons besteht. Alle
vom MLP transkribierten mRNAs beginnen mit dieser aus drei Exons durch Spleil3en
zusammengefugten Leadersequenz. Einige spate mRNAs enthalten in der
Leadersequenz noch ein viertes, als Intron bezeichnetes Element. Diese Elemente

dienen einer Steigerung der Translationseffizienz um den enormen Bedarf an
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Strukturproteinen in der spaten Phase des Infektionsverlaufes zu gewahrleisten
(Shenk, 1996). In Abb. 2.5 ist ein Uberblick Uber die Genomorganisation dargestellt.
Neben den Leserahmen fur die viralen Proteine werden zwei nicht fur Proteine
kodierende RNA-Molekule transkribiert. Diese als virusassoziierte RNA-Spezies VA-I
und VA-Il bezeichneten Molekile sind etwa 160 Nukleotide lang, GC-reich, besitzen
eine ausgesprochene Sekundarstruktur und sind im Genom im Bereich der spaten
Gene lokalisiert. Die VA-RNAs hemmen die Aktivitat der zellularen Proteinkinase
PKR, wodurch die Inaktivierung des Translationsinitationsfaktors elF2a unterbleibt,
dadurch die Elongation nicht abbricht und die Translation der viralen Gene
gewahrleistet wird (Mathews, 1975, 1990 und 1995; Samuel, 1991; Svensson und
Akusjarvi, 1984).

—>
| L . v ‘II‘
(s " [ 4 /K
._p_" VA RNAS 182 .
0 0 T o &0 & 00
| L | | | | | | : | |
I
4 MLP+TPL
X <= —
.. S 1-t
pTP ¢
< —
Pol
-« —

Abb. 2.5: Transkription des adenoviralen Genoms. Die friihen(E1-E4) und die spaten
Tanskriptionseinheiten (L1-L5) sind in blau angegeben. Die Pfeile geben die Richtung der
Transkription an. Die Translationsprodukte sind in rot angegeben. MLP+TPL = Major Late
Promotor + Three-Peptide-LeaderSequenz. Der Transkriptionsstart aller spaten Gene erfolgt
von diesem Promotor; diesem ist eine die Expression verstarkende TPL nachgeschaltet. Als
orangefarbener Balken ist der Bereich angedeutet, innerhalb dessen sich die Elemente der
TPL befinden. VA RNAs 1&2 = regulative RNAs, die nicht in Protein translatiert werden.
(Graphik aus: Russell, 2000; modifiziert)
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Die Gene der E1-Region werden im Infektionsverlauf als erstes exprimiert. Flr die
Transkription sind nur zellulare Faktoren notwendig. Die E1-Region setzt sich aus
den beiden Transkriptionseinheiten E1A und E1B zusammen. Die E1A-Proteine (12S
und 13S) haben im viralen Infektionszyklus vornehmlich transaktivierende
Eigenschaften und induzieren die Transkription der frihen Gene E2 — E4. Darlber
hinaus transaktivieren und transreprimieren die E1A-Proteine zellulare Gene. Bei
Verwendung hoher viraler Titer sind E1A-Proteine in der Lage, Nagetierzellen zu
transformieren (Perricaudet et al., 1980; van der Elsen et al., 1982; Braithwaite et al.,
1983; Bernards et al., 1983). Auf die E1B-Transkriptionseinheit gehen die beiden
Proteine E1B-20kD und E1B-55kD zuruck. E1B-55K spielt zusammen mit E1A eine
Rolle bei der Transformation von Nagerzellen. Nur bei gleichzeitiger Anwesenheit
beider Proteine konnen Zellen transformiert werden. Die E2-Region erstreckt sich im
zentralen Bereich des Genoms uber 20 kB und wird in die Bereiche E2A und E2B
eingeteilt. Hiervon werden unter Verwendung verschiedener Spleilsignale drei
Proteine translatiert. Im Bereich von E2A ist ein DNA-Einzelstrang-Bindeprotein
kodiert, das im Zuge der Replikation den Abbau einzelstrangiger viraler DNA
inhibiert. Im Bereich von E2B sind die Sequenzen fur das terminale Protein (TP) und
die virale DNA-Polymerase lokalisiert. Die Genprodukte der E3-Region sind flr den
adenoviralen Replikationszyklus  nicht  essentiel. ~ Sie  haben  priméar
immunregulatorische Funktionen und spielen eine Rolle bei der Etablierung einer
Persistenz (Wold und Gooding, 1989 und 1991; Weitzman, 2005). Unter anderem
wird die durch MHC-I vermittelte Antigenprasentation an der Zelloberflache
unterdrickt, wodurch die Differenzierung zytotoxischer T-Lymphozyten sowie die
Apoptose gehemmt wird (Wold und Gooding, 1991). Die Proteine der E4-Gruppe
fordern die selektive Expression der viralen Gene auf Kosten der zellularen Gene
(Hackett et al., 2000). Eine Auflistung der einzelnen Genprodukte E1 - E4 hinsichtlich

ihrer Funktion und Interaktionspartner findet sich im Anhang 7.111.

2.2.3 Adenovirale Infektion und immunogenes Potential

Der erste Schritt in der adenoviralen Infektion ist die Kontaktaufnahme mit der
Wirtszelle Uber spezifische Rezeptoren. Nach Herstellung der raumlichen Nahe findet

die Internalisierung der Partikel statt. Die Internalisierung ist in der Regel mit der
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Virusaufnahme in endozytotische Vesikel verbunden. Aus diesen Vesikeln muss ein
Austritt und ein Transport des genomischen Materials zum Zellkern erfolgen. Hier
muss das genomische Material Uber Kernporen-Komplexe aufgenommen und
exprimiert werden. Diese Expression besteht im Falle von replikationsdefizienten
adenoviralen Vektoren in der Expression des Reportergens bzw. Transgens. Bei
wildtypischen Viren schliel3t sich ein produktiver Replikationszykluses mit der
Freisetzung infektioser Partikel an.

Adenoviren und insbesondere adenovirale Vektoren der 1. Generation besitzen ein
hohes immunogenes Potential und induzieren eine Reihe immunologischer
Abwehrreaktionen (Kass-Eisler et al., 1996; Christ et al., 1997; Michou et al., 1997;
Jooss et al., 1998; Gahery-Segard et al.,, 1998). So kommt es zu einer primaren
Immunantwort gegen Ad-Proteine kurz nach der Applikation in Form einer akuten-
Phase-Antwort, gekennzeichnet durch die Ausschuttung von Entzindungszytokinen
und die Aktivierung von Mastzellen und Basophilen sowie der Erkennung und
Zerstérung adenoviraler Peptide auf der Oberflache infizierter Zellen, vermittelt durch
zytotoxisch T-Lymphozyten und Killerzellen (Engelhardt et al., 1994; Souberbielle
und Russell, 1995; O'Neal et al., 1998; Lee et al., 1999; Brenner, 1999).

2.2.4 Der Coxsackievirus und Adenovirus Rezeptor (CAR)

1976 wurde gezeigt, dass C-Typ Adenoviren mit dem Coxsackievirus B3 um die
gleichen Rezeptoren konkurrieren (Lonberg-Holm et al., 1976). 1997 wurde der
entsprechende primare Rezeptor fur C-Typ Adenoviren als ein aus 365 AS
aufgebautes Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 46 kDa
identifiziert (Bergelson et al. 1997) und Coxsackievirus Adenovirus Rezeptor (CAR)
genannt. Das fur CAR kodierende humane Gen befindet sich auf Chromosom 21
(21911.2) (Bergelson et al., 1997; Mayr und Freimuth, 1997; Tomko et al., 1997). Die
trimere Knob-Doméane besitzt drei Bindestellen fir CAR und kann daher mit drei
CAR-Molekulen gleichzeitig interagieren, was sich in der Starke der Bindung
widerspiegelt (Roelvink et al., 1999; van Raaij et al., 1999; Tomko et al., 2000;
Freimuth et al., 1999; Santis et al. 1999). Die sehr grol3e Affinitat der Fiber bzw. von
rekombinantem Knob-Protein zu CAR bewegt sich mit einem Ks-Wert von 10° — 107"°

im nanomolaren Bereich (Henry et al., 1994; Xia et al., 1994). CAR bildet mit CAR-
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Molekulen auf benachbarten Zellen Homodimere aus (Freimuth et al., 1999; van
Raaij et al., 2000). CAR besitzt zwei aminoterminale extrazellulare Domanen, welche
eine gewisse Ahnlichkeit mit Immunglobulinen aufweisen. Dabei ist Domane 1 mit
IgV und Domane 2 mit IgC2 verwandt (Williams und Barclay, 1988; Tomko et al.,
2000). Fir die Interaktion mit Adenoviren ist die mit IgV verwandte Domane 1
ausreichend. Sowohl zytoplasmatische wie auch transmembrane Domane haben
keinen Einfluss auf die Interaktion. An entsprechende Mutanten, denen diese
Domanen fehlen, kdnnen Adenoviren weiterhin uneingeschrankt binden (Freimuth et
al., 1999; Leon et al., 1998; Nalbantoglu et al., 1999; Wang und Bergelson 1999).

CAR fungiert als integrale transmembrane Komponente von Zell-Zell-Verbindungen
(Tight Junctions). Diese bilden eine physikalische Barriere und verhindern so den
unkontrollierten Transport durch die Epithelien (Greber et al., 1997; Zabner et al.,
1997; Pickles et al., 1998; Walters et al., 1999 und 2002; Cohen et al., 2001). Wie
aus Abb. 2.6 deutlich wird, sind die CAR-vermittelten Zellkontakte in einem gesunden
und unverletzten Gewebe nur schwer fur Adenoviren zuganglich. Wird aber die
Struktur der Tight Junctions unterbrochen, kénnen Adenoviren mittels der Fibern,
Uber dann zugangliches CAR, Epithelzellen effizient infizieren. Im viralen
Replikationszyklus kommt es neben der Reifung infektioser Partikel zu einer
massiven Sekretion von Fiberprotein. Noch vor der virusinduzierten Lyse werden
diese von der infizierten Zelle abgegeben und diffundieren in die Zellzwischenraume.
Aufgrund der grofRen Affinitdt zu CAR |6sen die sekretierten Fibern die CAR-CAR-
Interaktion zwischen benachbarten Zellen auf und die Zell-Zell-Kontakte im
Zellverband gehen verloren. Dieser wird so fur die im Anschluss freigesetzten
infektiosen Partikel zuganglicher gemacht. Daher findet die Ausbreitung einer
adenoviralen Infektion in einem Epithel vornehmlich Uber den basolateralen Raum
zwischen den Epithelzellen statt (Zabner et al., 1997; Pickles et al., 1998; Walters et
al., 1999 und 2002; Stonebraker et al., 2004).
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Abb. 2.6: Modell der adenoviralen Verbreitung in einem
Epithelium. CAR ist im basolateralen Bereich der
Zellmembranen unterhalb der apikalen Abdichtstruktur der Tight
Junctions lokalisiert. Durch die Sekretion von Fibern und deren
Interaktion mit CAR werden die CAR-CAR-Bindungen zerstoért
und kommt es zu einer Steigerung der parazellularen
Permeabilitdt, wodurch die Ausbreitung infektidser Partikel
erleichtert wird. (Graphik entnommen aus: Walters et al., 2002)

Dieses Modell wird durch Ergebnisse untermauert, die im Rahmen einer
gentherapeutischen Behandlung der zystischen Fibrose mit adenoviralen Vektoren
gemacht wurden. Die Hoffnungen, die auf eine solche Therapieform gesetzt wurden
waren grof3, zumal C-Typ Ads im Rahmen ihrer naturlichen Ausbreitung die
Respirationsorgane als Eintrittsstelle benutzen. CAR war aber durch die
Lokalisierung innerhalb der Tight Junctions von luminaler Seite im Prinzip nicht
zuganglich und daher scheiterten entsprechende Ansatze (Pickles et al., 1998;
Walters et al., 1999; Stonebraker et al., 2004).

Diese Verhaltnisse sind allerdings nicht auf die Zellkultur Ubertragbar. Die strikte
durch Tight Junctions bedingte Polaritat in Epithelien in vivo zeigen Dauerzellen wie
HelLa oder HEK nicht. Hier erfolgt die Expression von CAR gleichmalig auf der
gesamten Zelloberflache.
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2.2.5 Internalisierung und intrazellularer Transport

Die Interaktion der Fiber mit CAR dient zur primaren Zellerkennung, fuhrt jedoch
nicht unmittelbar zur Virusaufnahme. Um eine effiziente Virusaufnahme zu
gewahrleisten, ist eine weitere Rezeptorinteraktion mit Integrinen notwendig. Diese
Interaktion findet zwischen einem exponierten RGD-Motiv in der Pentonbasis und
vornehmlich ayfB3- und oBs-Integrinen statt. Aufgrund der pentameren Struktur des
Pentonproteins stehen daher 5 potentielle Integrin-Bindungsstellen zur Verfigung.
Hierdurch kommt es zu einer lokalen Anreicherung von Integrinen in der Membran,
wodurch die Internalisierung induziert wird (Neumann et al., 1988; Wickham et al.,
1993 und 1994). Diese erfolgt endozytotisch Uber den ,Clathrin-coated-pit“-
Aufnahmemechanismus. Die lokale Anreicherung von Integrinen induziert die
Aktivierung von P13-Kinase, p130“*® und Rho-GTPasen (Chiu et al., 1999; Li et al.,
1998; Rauma et al., 1999). In deren Folge kommt es zu Umstrukturierungen im Aktin-
Zytoskelett und zur Initation der Internalisierung Uber die Klathrin-abhangige
Endozytose (Wang et al., 1998). Die Viruspartikel werden innerhalb von 5 min bei 37
°C gemeinsam mit den assoziierten Integrinen in Klathrin-ausgekleidete Vesikel
aufgenommen (Varga et al., 1991; Greber et al., 1993; Wickham et al., 1993). Die C-
Typ Viren Ad2 und Ad5 verlieren etwa 3 min nach Adsorption ihre Fibern und werden
als fiberlose Partikel in endozytotische Vesikel aufgenommen (Greber et al., 1993;
Nakano et al., 2000a; Martin-Fernandez et al., 2004). B-Typ Viren werfen ihre Fibern
nicht an der Zelloberflache ab und werden mit den Fibern in endosomale Vesikel
aufgenommen. Wie fur die B-Typ Viren Ad3 und Ad7 gezeigt werden konnte,
verbleiben die viralen Partikel wesentlich langer in den Vesikeln und werden daher
haufiger als C-Typ Viren lysosomal degradiert. (Chardonnet and Dales, 1970;
Miyazawa et al., 1999, 2001; Russell, 2000). In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass eine temperatursensitive Ad2-Mutante ihre Fibern nicht wie
wildtypische C-Typ Viren vor der Internalisierung abwirft. Diese Mutante war in der
Lage an CAR zu binden und via Integrine zu internalisieren, allerdings wurde sie
nicht effizient aus den Endosomen entlassen wie wildtypische C-Typ Viren und war
noch in spaten Lysosomen nachweisbar. Daher ahnelte der Infektionsverlauf eher
dem eines typischen B-Typ Virus (Weber et al., 1976; Miles et al., 1980; Greber et
al., 1996, 1998; Li et al. 1998; Nakano et al., 2000a). Bei typischen C-Typ Viren

kommt es innerhalb von 15 min nach Aufnahme zur Dissoziation des
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Klathrinmantels. Durch  die  Tatigkeit von  Protonenpumpen in  der
Endosomenmembran fallt der pH-Wert im Endosom. Es folgt eine
Konformationsanderung und ein partieller Abbau des Kapsids. Hierbei kommt es zur
Dissoziation der Pentonbasis und durch die Aktivitdt der adenoviralen Protease zum
Entweichen aus den Endosomen noch bevor der lysosomale Abbau einsetzt
(Helenius et al., 1980; Svensson, 1985; Blumenthal et al., 1986; Greber et al. 1993;
Seth, 1994). Nach Entweichen aus dem Endosom folgt der Transit der freien
Viruspartikel zum Zellkern. Hierbei sind die Ad-Kapside mit den Mikrotubuli assoziiert
und nutzen die Mikrotubuli-Motoren flr den Transfer zu den Kernporenkomplexen.
Wahrend dieses Transports dissoziiert das mit den Hexonen assoziierte
Zementprotein IX. Etwa 30 — 60 min nach Internalisierung befinden sich die C-Typ
Ads an der Kernmembran. Hier erfolgt die Dissoziation der Hexone und das DNA-
Genom wird mit den Core-Proteinen Uber Kernporen aufgenommen (Greber et al.,
1993 und 1997; Saphire et al., 2000; Meier und Greber 2003).

2.2.6 Heparansulfatproteoglykane (HSPG) als Ad-Rezeptoren

HSPG sind weitverbreitete Glykoproteine in tierischen Geweben. Sie sind an der
Zellproliferation und der Differenzierung, der Embryonalentwicklung, an
Entzindungsprozessen, der Zellwanderung und Chemotaxis beteiligt (Bernfield et al.,
1999; lozzo, 2001; Delehedde et al., 2002; Esko und Lindhal, 2001; Liu et al., 2002).
1997 konnte erstmals gezeigt werden, dass HSPG bei der Bindung und
Internalisierung von Mikroorganismen in die Wirtszelle eine Rolle spielen (Rostand
und Esko, 1997). Sie bestehen aus einem Core-Protein, an das ein oder mehrere
Polysaccharide (Glykosamingklykane) gekoppelt sind. Die biologische Aktivitat der
HSPG wird durch die GAG-Seitenketten vermittelt (Esko et al., 2001; Gallagher et al.,
2001; Lyon et al.,, 1998). HSPG sind membranstandige Proteine. Sie werden
eingeteilt in die Gruppe der transmembranen Syndekane und eine Uber einen GPI-
Anker in der Membran gekoppelte Gruppe, den Glypikanen (Abb. 2.7). Die
gekoppelten Sulfatgruppen verleihen den HSPG einen sauren Charakter. Hierdurch
konnen sie mit basischen Gruppen anderer Proteine interagieren (Vives et al.,
2004). HSPG dienen einer Reihe von Viren als spezifische primare Rezeptoren.

Hierzu zahlen das Denguevirus, das Maul- und Klauenseuchevirus, das Humane
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Immundefizienzvirus (HIV-1), das Herpes Simplex Virus (HSV), Adenoassoziierte
Viren vom Typ 2 (AAV-2) und Adenoviren (Chen et al., 1997; Jackson et al., 1996;
Patel et al., 1993; Shukla und Spear, 2001; Summerford et al., 1998; Dechecchi et
al., 2000 und 2001). Dechecchi et al. konnten zeigen, dass die Prainkubation von C-
Typ Ads mit Heparin die Infektion inhibiert. Hierbei war die Inhibition bei CAR-
negativen Zellen nahezu vollstandig, bei CAR-positiven anteilig und in Gegenwart
von Anti-CAR Antikorpern ebenfalls nahezu vollstandig. Diese Ergebnisse konnten
durch die Prainkubation der Zellen mit HSPG-spezifischen Proteasen bestatigt
werden. Im Gegensatz zur Interaktion Knob-CAR, die auf der Ebene der
Kristallstruktur darstellbar ist (Bewley et al., 1999), gibt es Uber die molekularen
Wechselwirkungen mit den HSPG keine kristallographischen Daten. Dechecchi et al.
spekulierten, dass ein basisches KKTK-Motiv im Fiberschaft eine putative HSPG-

Bindestelle darstellen konnte.

Heparansulfat
-Ketten

¢\>x@ s
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Abb. 2.7: Schematische Darstellung der HSPG auf der Zelloberflaiche. HSPG werden
eingeteilt in die transmembranen Syndekane und Uber einen GPI-Anker mit der Membran
assoziierte Glypikane. Proteoglykane sind mit Heparansulfaten modifiziert. Diese bestehen
aus linearen Polysacchariden, die aus Disacchariden aufgebaut und in unterschiedlichem
Mal mit sauren Sulfatresten substituiert sind.

Im Gegensatz zum CAR-vermittelten Infektionsweg ist iber den HSPG-vermittelten
Aufnahmemechanismus und die damit verbundenen Ereignisse nichts bekannt. Es ist
unklar, ob die Interaktion per se die Internalisierung induzieren kann oder ein Co-

Rezeptor anwesend sein muss wie bei der CAR-Interaktion. Fir eine effiziente
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Transduktion ist hier eine weitere Rezeptorinteraktion mit Integrinen notwendig, um

die Aufnahme in Klathrin-ausgekleidete Vesikel zu gewahrleisten (Vives et al., 2006).

2.3 Die Modifikation des Tropismus von C-Typ Ads

Der Einsatz adenoviraler Vektoren wird insbesondere im Rahmen von in vivo
Applikationen durch die ubiquitare Prasenz der primaren Rezeptoren limitiert. Die
Folge ist eine unspezifische Vektoraufnahme in allen CAR- bzw. HSPG-
exprimierenden Geweben, insbesondere in der Leber. Daher wird durch gezieltes
transduktionelles Targeting versucht, die Spezifitat fir das Zielgewebe zu erhdhen,
um mit minimaler Vektordosis einen optimalen therapeutischen Effekt zu erzielen. Ein
idealer adenoviraler Vektor sollte durch die gezielte Modifikation des Kapsids in der
Lage sein, exklusiv in den Zielzellen ein Transgen zu exprimieren. Dies verlangt bei
Adenoviren zum einen die Inhibition der Interaktion mit den natirlichen Rezeptoren
(Detargeting) und zum anderen durch Insertion von Zelltyp-spezifischen Peptiden

eine effiziente Infizierbarkeit von Zielzellen (Retargeting).

2.3.1 Detargeting: Die Modifikation von Kontaktaminoséauren fir die

CAR-Interaktion in der Knob-Domane.

Das adenovirale Fiberprotein besteht aus drei Domanen; der carboxyterminalen
globularen Knob-Doméne, einer sich daran anschlieBenden Schaftdomane und
einem aminoterminalen Endstlick aus 46 Aminosauren, Uber den die Fiber nicht
kovalent in der Pentonbasis verankert ist. Der Schaft besteht aus einer vom
Serotypen abhangigen Anzahl sich wiederholender Muster aus 15 AS in Form von -
Repeats. Der Schaft von Ad5 besteht aus 22 Wiederholungen. Im trimeren Molekil
bilden die Schaftdomanen eine tripelhelikale Struktur (Stevenson et al., 1995;
Philipson et al., 1968; van Raaij et al., 1999). Die native Fiber ist ein homotrimeres
Protein, das in der Lage ist, spontan ohne die Hilfe von Chaperonen zu trimerisieren
(Novelli und Boulanger, 1991). Aminosauren innerhalb der Knob-Domane
stabilisieren die trimere Struktur (Hong und Engler, 1996; Santis et al., 1999) und
innerhalb der letzten (22.) Wiederholung des Fiberschaftes konnte ein als FSTE
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Einleitung

(Fiber Shaft Trimerization Element) bezeichnetes Element identifiziert werden, das
die Trimerisierung von Schwanz- und Schaftdomane in Abwesenheit der
Knobstruktur induziert (Li et al., 2006). Die trimere Fiber hat von oben betrachtet die
Form eines 3-fligeligen Propellers mit einer zentralen oberflachlichen Depression
(Abb. 2.8).

Abb. 2.8: Modell der trimeren Knob-Doméne. Die Abbildung zeigt auf der linken Seite ein Modell
des Rickgrats des trimeren Knob-Proteins und auf der rechten Seite ein raumfillendes Modell ohne
Wasserstoff- und Heteroatome. Die drei Untereinheiten des Homotrimers sind unterschiedlich
schattiert. Blickrichtung: von oben entlang der dreifachen Symmetrieachse. (modifiziert nach PDB und
MSD: 1KNB)

Die einzelnen Monomere bestehen aus einer antiparallelen B-Sandwich-Struktur mit
8 Strangen, von denen die B-Strange C, B, A, und J das V-Blatt bilden, das in
Richtung Virion zeigt und die B-Strange G, H, | und D das R- Blatt bilden und in
Richtung Rezeptor weisen (Henry et al., 1994; Xia et al., 1994) (Abb. 2.9).
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Abb. 2.9: Schematische Darstellung der Knob-Domane. Die Késtchen mit den Ziffern geben

diejenigen Aminosduren an, die an der Ausbildung der g-Strédnge beteiligt sind. Die Ziffern
entsprechen den Aminoséaurepositionen entsprechend der Nomenklatur nach Xia. Die Aminosauren in
den Loops sind nicht angegeben (aus: Xia et al., 1994).

Auf der Basis eines Sequenzvergleichs zwischen 14 verschiedenen Ad-Serotypen
konnten einige hoch konservierte Aminosauren in einem an der Seite des trimeren
Knobs gelegenen Bereiches lokalisiert werden, der insbesondere den AB-Loop und
das p-Faltblatt F umfasst. Die Modifikation der hier befindlichen Aminosauren S408,
P409 und Y477 fuhrte zu einem signifikanten Verlust der Affinitdt zu CAR (Roelvink
et al., 1999). Zu den gleichen Ergebnissen kamen Kirby et al., die Uber die drei
besonders wichtigen Aminosauren hinaus noch die Modifikation L485 als kritische
Kontaktstelle fur die CAR-Interaktion identifizierten (Kirby et al., 2000). Als weitere
Kontaktaminosauren wurden von Jacubczak et al. die Aminosauren V441 und K442
im CD-Loop identifiziert (Jacubczak et al., 2001). Die Modifikation dieser
verschiedenen Aminosauren flhrte in vitro in allen Fallen zu einem erheblichen
Ruckgang der Infektiositat. Wie sich aber herausgestellte, unterschieden sich solche
Viren in vivo nicht von solchen mit wildtypischen Fibern. (Leissner et al., 2001;
Alemany und Curiel, 2001; Mizuguchi et al., 2002; Smith et al., 2003a).
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2.3.2 Detargeting: Die Modifikation einer putativen HSPG-

Bindestelle im Fiberschaft

Der Schaft von Ad2 und Ad5 besteht aus 22 Wiederholungen eines 15 AS langen
Motives. Zwischen der dritten und vierten Wiederholung befindet sich ein KKTK-
Motiv, das zwischen den anderen Wiederholungen des Schafts nicht vorkommt.
Dechecchi et al. wiesen darauf hin, dass dieses Motiv im Fiberschaft als mdglicher
Interaktionspartner mit den HSPG in Frage kommen konnte. Verschiedene Autoren
untersuchten den Einfluss dieses Motives auf die Transduktion vornehmlich in vivo.
Es konnte Ubereinstimmend gezeigt werden, dass die Eliminierung des KKTK-
Motives die Reportergenexpression nahezu vollstandig inhibiert. Hieraus wurde
geschlossen, dass dieses Motiv alleine fur die Interaktion mit HSPG verantwortlich
sei (Smith et al., 2003a und 2003b; Koizumi et al., 2003 und 2006; Nicol et al.,
2004). In diesem Zusammenhang konnte aber von Sonja Matt im Rahmen ihrer
Diplomarbeit 2006 im Labor Petersen gezeigt werden, dass die Infektion von Ad5 mit
einem von KKTK nach GAGA modifizierten Fiberschaft zwar die Infektiositat
reduziert, aber diese immer noch durch losliches Heparin weiter inhibiert werden
kann. Hieraus folgerte die Autorin, dass noch weitere Bereiche im Kapsid mit HSPG
interagieren kdnnen und der enorme Ruckgang an Reportergenexpression nach der
Deletion des KKTK-Motives andere Ursachen haben muss. Zum gleichen Ergebnis
kamen kurzlich Kritz et al. 2007.

2.3.3 Retargeting: Einbau von Fibern bzw. Knobs anderer Subtypen

Der im Rahmen des Vektordesigns verwendete Ausdruck des ,Pseudotypings®
beinhaltete ursprunglich den Austausch von Fibern oder Teilen davon durch die
entsprechenden Komponenten anderer Subtypen. Heute wird dieser Begriff viel
allgemeiner auf alle Formen von Kapsidmodifikationen angewendet, deren Zweck die
EinfUhrung einer neuen Spezifitat ist. Der Vorteil dieses Ansatzes besteht im Bezug
auf Ad5 darin, dass, bedingt durch den hohen Durchseuchungsgrad, ein grofRer Teil
der Bevolkerung Antikorper gegen Ad5 besitzt und insbesondere die Fibern ein
Hauptepitop der antikdrpervermittelten Immunantwort darstellen. AufRerdem

vermitteln insbesondere die Fibern von B-Typ Viren eine effizientere Infektion von
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CD46-positiven Zelltypen, die relativ wenig CAR bzw. HSPG exprimieren. In diesem
Sinne wurde erstmals von Gall et al. der erfolgreiche Einbau der Fiber von Ad7 in das
Kapsid von Ad5 beschrieben (Gall et al., 1996). Der Einbau der Fiber von Ad35
fuhrte zur effizienten Transduktion CD34-positiver Zellen (Shayakhmetov et al.,
2000). Die Fibern von Ad16 steigerten die Infektiositat gegenuber synovialem
Gewebe, vaskularen Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Goossens et al.,
2001; Havenga et al., 2001). In einem anderen Ansatz wurde lediglich die Knob-
Doméne eines AdS5-Vektors gegen die Knob-Domane von Ad3 ausgetauscht.
Entsprechende Viren verhielten sich in vivo wie typische Ad3-Viren (Krasnykh et al.,
1996). Darlber hinaus zeigten diese Vektoren eine gesteigerte Infektiositat
gegenuber Eierstockkrebs-Zellen und squamdsen Zell Karzinomen (Kanerva et al.,
2002; Kawakami et al., 2003).

Die Strategie des Austausches der Fibern bzw. der Knob-Doméane gegen solche von
anderen Subtypen ist ohne zusatzliche Modifikationen durch das limitierte Repertoire
an verfuigbaren alternativen Subtypen relativ eingeschrankt. Durch den Einbau von

spezifischen Epitopen kann der Tropismus weiter gesteigert werden.

2.3.4 Retargeting: Ersatz von Fibern durch Chimare

Zunachst wurde angenommen, dass die Fiber eine wichtige Rolle bei der
Virusreifung spielt und das Fehlen der Fibern zu defekten Partikeln flhrt (Falgout et
al., 1988). Diese Annahme stellte sich aber als falsch heraus; wie gezeigt werden
konnte ist die Fiber fur einen produktiven Replikationszyklus entbehrlich (von
Seggern et al., 1999). Entsprechend wurde die Knob-Domane mit und ohne Teile
des Schafts gegen trimerisierende Motive anderer Herkunft ersetzt und mit Zelltyp-
spezifischen Epitopen gekoppelt. Zu den erfolgreich eingesetzten trimerisierenden
Motiven zahlt das glykosylierte Hullprotein des Moloney Maus Leukamievirus, das
trimerisierende Oberflachenprotein D der menschlichen Lunge, das Fibritin der T4-
Phagen und das Sigma1 Protein der humanen Reoviren. Alle diese Chimaren waren
entsprechend der Eigenschaften der gekoppelten Liganden in der Lage, die
Zielzellen effizienter zu infizieren als Vektoren mit wildtypischen Fibern (van
Beusechem et al., 2000; Krasnykh et al., 2001; Belousova et al., 2003; Mercier et al.,
2004).
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2.3.5 Retargeting: Insertionen von Peptiden in Ad5-

Kapsidstrukturen

Das Einflgen einer neuen Spezifitdt mittels Peptiden ist prinzipiell bei allen
exponierten Kapsidstrukturen von Ad5 mdglich. Innerhalb der Knob-Domane konnte
dies bislang u.a. am C-Terminus und insbesondere im exponierten HI-Loop
erfolgreich gezeigt werden (1.3.5.1). Daneben wurden Peptide erfolgreich in das
Hexon, die Pentonbasis und das hexonassoziierte Zementprotein plX eingefugt
(1.3.5.2).

2.3.5.1 Insertion von Peptiden in die Knob-Doméne

An den C-Terminus der Knob-Domane von Ad5 wurde erfolgreich ein RGD-Motiv und
ein Polylysin-Peptid angefugt, ohne dass die Trimerisierung dabei gestort wurde.
Endsprechende Viren waren gegenuber Integrin- bzw. HSPG-exprimierenden Zellen
infektioser (Wickham et al., 1996 und 1997; Wu et al., 2002). Allerdings hat sich
gezeigt, dass beim Versuch weitere Peptide an den C-Terminus anzufugen, die
Trimerisierung beeintrachtigt war und daher dieser Ort fur ein Retargeting kritisch ist
(Wickham et al., 1997). Eine Alternative bot der seitlich exponierte HI-Loop (Xia et
al., 1994). Krasnykh et al. inkorporierten erfolgreich ein FLAG-Peptid in den HI-Loop
(Krasnykh et al., 1998). Es konnte gezeigt werden, dass Peptide aus bis zu 100
Aminosauren in den HI-Loop eingefugt werden kdnnen, ohne dass die Integritat der
trimeren Fiber gestort wird (Belousova et al., 2002). Die Einfuhrung eines RGD-
Motives erhohte signifikant die Transduktionseffizienz gegentber Eierstockkrebs-
Zellen sowie weiteren Tumoren und Karzinomen (Dmitriev et al., 1998; Hemminki et
al., 2001; Bauerschmitz et al., 2002). Eine ganze Reihe weiterer mittels Phage
Display identifizierter Zelltyp-spezifischer Peptide wurde in den HI-Loop inkorporiert.
Hierunter sind Peptide mit einer Spezifitat fur Endothelzellen, vaskulare glatte
Muskelzellen, verschiedene Krebserkrankungen und den Transferrin-Rezeptor
(Nicklin et al., 2001 und 2003; Work et al., 2004; Xia et al., 2000). Neben der
Inkorporation an jeweils einer Position in der Knob-Domane, wurden C-Terminus und
HI-Loop gleichzeitig modifiziert. Die gleichzeitige Inkorporation eines RGD- bzw.

eines Polylysin-Motives in den HI-Loop und den C-Terminus storte die Trimerisierung
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nicht. Solche Vektoren zeigten eine hohere Transduktionseffizienz als Vektoren die
entweder nur im HI-Loop oder nur am C-Terminus modifiziert waren (Koizumi et al.,
2003a). Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass sich neben dem HI-Loop noch
der EG-und IJ-Loop fur die Insertion von Peptiden eignen. Die Modifikation anderer
Loops in der Knob-Domane storte dagegen die Trimerisierung und sind fur die

Insertion von Peptiden nicht geeignet (Hesse et al., 2007).

2.3.5.2 Insertion von Peptiden in andere Strukturproteine

Die Insertion eines RGD-Motives in die exponierte hypervariable Region 5 (HVR5)
des Hexons storte nicht die Assemblierung und flhrte zu einer gesteigerten
Transduktionseffizienz (Vigne et al., 1999). Die Insertion eines HA-Epitopes in die
Pentonbasis storte ebenfalls die Assemblierung nicht und fuhrte zur effektiven
Transduktion von Zellen, die mit HA-Pseudorezeptoren transfiziert waren (Einfeld et
al., 1999). An den exponierten C-Terminus des Zementproteins IX wurde ebenfalls
erfolgreich ein FLAG-, Polylysin- oder RGD-Motiv angefligt und hierdurch die
Transduktionseffizienz auf CAR-negativen Zellen gesteigert (Dmitriev et al., 2002;
Vellinga et al., 2004).

Bei einem direkten Vergleich der Transduktionseffizienz zwischen Ads, die an
verschiedenen Positionen ein RGD-Peptid bzw. ein FLAG-Tag inkorporiert hatten,
konnte gezeigt werden, dass die Insertion in den HI-Loop am effizientesten war,
gefolgt vom C-Terminus. Die Insertionen in Hexon und plX zeigten den geringsten

Einfluss auf die Transduktionseffizienz (Kurachi et al., 2007).
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2.4 Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll der kombinierte Einfluss beider primarer Rezeptoren (CAR und
HSPG) auf die Infizierbarkeit mit Ad5 an verschiedenen Zelllinien untersucht werden.
Im Kontext der Modifikation des viralen Tropismus sollen im Rahmen des
Detargetings die verschiedenen in der Literatur beschriebenen Kontaktaminosauren
mit einem signifikanten Einfluss auf die Interaktion mit CAR kombiniert modifiziert
und der Einfluss auf die Transduktionseffizienz bestimmt werden. Im Rahmen des
Retargetings sollen dann auf der Basis der effizientesten Kombination zusatzlich
kurze Peptide in den HI-Loop eingesetzt und deren Potential, eine neue Spezifitat zu
vermitteln, in einem geeigneten System analysiert werden. Hierzu sollen die
Ergebnisse bereits publizierter Peptide verifiziert und potentiell flir koronale glatte

Muskelzellen spezifische Peptide identifiziert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Feinchemikalien und Losungen

Acrylamid/Bisacrylamid
Agar

Agarose

Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Rinderserumalbumin
Bromphenolblau
B-Mercaptoethanol
Chloroquin Diphosphat
Coomassie Brilliant Blue R-250
Calciumchlorid Dihydrat
Dimethylformamid
Essigsaure (rein)
Essigsaure (technisch)
Ethanol (rein)

Ethanol (technisch)
Ethidiumbromid
Glycerin

a-D-Glucose

Glycin

Glutaraldehyd
Hefeextrakt

Heparin (Natriumsalz)
Salzsaure

HEPES

IPTG

Imidazol

Isopropanol
Kalium-Ferricyanid
Kalium-Ferrocyanid

Kaliumchlorid

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Fluka Biochemika (Buchs, Schweiz)
Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)

J. T. Baker (Phillipsburg, USA)
Riedel-de-Haén (Seelze)
Riedel-de-Haén (Seelze)
Theoretikum der Uni Heidelberg
Serva (Heidelberg)
Theoretikum der Uni Heidelberg
Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)

Sigma (St. Louis, USA)

BD (Franklin Lakes, USA)
Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

AppliChem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Theoretikum der Uni Heidelberg
Sigma (St. Louis, USA)

Sigma (St. Louis, USA)

Merck (Darmstadt)
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Di-Kaliumhydrogenphosphat-Trihydrat
Cumarinsaure
3-Aminophthalhydrazid (Luminol)
Magnesiumchlorid

Methanol

Kochsalz

Luminol
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natrium-EDTA

Natriumhydroxid
Natriumdodecylsulfat
Phenol/Chloroform

TEMED

Tris

TWEEN-20

Trypton

Tetracyclin

Wasserstoffperoxid

Xylencyanol

X-Gal

Merck (Darmstadt)

Sigma (St. Louis, USA)

Fluka Biochemika (Buchs, Schweiz)
Roth (Karlsruhe)
Riedel-de-Haén (Seelze)
Riedel-de-Haén (Seelze)
Sigma (St. Louis, USA)
AppliChem (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

J. T. Baker (Phillipsburg, USA)
AppliChem (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)
AppliChem (Darmstadt)

3.1.2 Materialien fur die Zellkultur

Fotales Kalberserum
Dimethylsulfoxid (DMSO)
D-MEM

Ham’s F-12-Medium
RPMI1640-Medium
Waymouth-Medium
EBM-2-Medium

MSCGM Growth Media
Smooth Muscle Cell Basal Medium
Trypsin EDTA

PBS
Penicillin/Streptomycin
G418-Sulfat

Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)
Merck (Darmstadt)

Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)
Carlsbad, USA)
Carlsbad, USA)
Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)
Cambrex (Charles City, USA)
Cambrex (Charles City, USA)
PromoCell (Heidelberg)

Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)
Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)
Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)
Invitrogen / Gibco (Carlsbad, USA)

Invitrogen / Gibco

Invitrogen / Gibco

(
(
(
(
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3.1.3 GroRenstandards

Proteinmarker: niedermolekularer Bereich

Bande MW Herkunft
1 66 kDa  Albumin, Rind
2 45 kDa  Albumin, Huhn
3 36 kDa  Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
4 29 kDa  Carbanhydrase, Rind
5 24 kDa  Trypsinogen, Rinderpankreas
6 20 kDa  Trypsininhibitor, Sojabohne
7 14 kDa  a-Lactalbumin, Kuhmilch

Proteinmarker: hochmolekularer Bereich

Bande MW Herkunft
1 205 kDa Myosin, Kaninchen
2 116 kDa B-Galaktosidase, E.coli
3 97 kDa Phosphorylase b, Kaninchen
4 66 kDa Albumin, Rind
5 45 kDa Albumin, Huhn
6 29 kDa Carbanhydrase, Rind

Proteinmarker: Page-Ruler (Fermentas):

Langenstandard Nukleinsauren: A:Hindlll

Bande Bp Anteiligkeit
1 23130 48 %
2 9416 19 %
3 6557 14 %
4 4361 9%
5 2322 5%
6 2027 4 %
7 564 1%
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Langenstandard Nukleinsauren: A:BstEll

Bande Bp Anteiligkeit

1 8454  17%
2 7242 15%
3 6369  13%
4 5686  12%
5 4822 10%
6 4324 9%
7 3675 8 %
8 2323 5%
9 1929 4%

10 1371 3%

11 1264 3%

12 702 1%

3.1.4 Puffer und Losungen

Kultivierung von Bakterien:

LB-Medium:

* 10 g Trypton / Pepton aus Casein (Roth)

« 5 g Hefeextrakt (Bacto™ Yeast Extract; BD)
*5-10 g NaCl

*ad 11ddH,0

« Sterilisieren durch Autoklavieren.

SOC-Medium:

* 10 g Trypton / Pepton aus Casein (Roth)

+ 2,5 g Hefeextrakt (Bacto™ Yeast Extract; BD)
* 0,25 g NaCl

* 1,25 ml 1M KCI

*ad 11ddH,0

« Sterilisieren durch Autoklavieren.

» Zugabe von 10 ml sterilem 1M MgCls.

» Zugabe von 20 ml steriler 1M Glucose.

Gelelektrophorese von Nukleinsauren:

TAE-Puffer:

* 40 mM Tris-Acetat
*1mMEDTA
« auf pH 8,0 einstellen

6 x DNA-Probenpuffer:

* 0,09 % Bromphenolblau
* 0,09 % Xylencyanol

* 60 % Glycerol

*+ 60 mM EDTA
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Ethidiumbromid-Stocklésung:
* 10 mg Ethidiumbromid in 1 ml ddH,0O.

Proteinaufreinigung:

Sonifizierungspuffer:

e 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PQO4, pH 7,8
e 300 mM NaCl, 50 mM NaH,PQOy,, pH 7,8 (+ 20 bzw. 250 mM Imidazol)

Proteinmengenbestimmung nach Lowry:

Lowry-Reagenz 1:

« 20 g Na,CO;
*+20 ml 5 N NaOH
*ad 11ddH,0.

Lowry-Reagenz 2:

* 120 ml Folin-Ciocalleus-Phenolreagenz
+ 230 ml ddH,0.

Reaktionsgemisch (unmittelbar vor dem Versuch anzusetzen):

*1ml1 % CuSO,

* 1 ml 2 % Ka-Na-Tartrat

* 10 ml 10 % SDS

*ad 100 ml Lowry-Reagenz 1.

SDS-PAGE:

Upper-Tris:

* 0,5 M Tris/HCI pH 6,8
* 0,4 % SDS.

Lower-Tris:

* 1,5M Tris/HCI pH 8,8
* 0,4 % SDS.

4% Sammelgel:

* 3,25 ml ddH,0

* 1,25 ml Upper-Tris pH 6,8

* 0,5 ml 19 % Acrylamid / 1 %Bisacrylamid
* 25 ul 10% APS

* 10 pl TEMED.




10% Trenngel:

* 5 ml ddH,0
* 2,5 ml Lower-Tris pH 8,8

*2,5ml 19 % Acrylamid / 1 % Bisacrylamid

« 40 ul 10% APS
« 20 ul TEMED.

2 x Proteinprobenpuffer (denaturierend):

* 2,2 ml ddH,O

* 4 ml 87% Glycerin

* 3 ml 20% SDS

* 0,6 ml B-Mercaptoethanol

*0,2ml1MTris pH 7,5.

2 x Proteinprobenpuffer (nativ):

* 5,8 ml ddH,O
* 4 ml 87% Glycerin
*0,2ml 1M Tris pH 7,5.

10 x SDS-Laufpuffer:

* 30 g Tris
«10g SDS
* 144 g Glycin
*ad 11ddH,0

Coomassie-Farbelosung:

* 1 g Coomassie Brilliant Blue R250
* 200 ml Ethanol

* 200 ml technischer Ethanol

* 117,5 ml technische Essigsaure
*ad 11ddH,0

Entfarbelosung:

* Farbeldsung ohne Coomassie.

Westernblot zum Nachweis der homotrimeren Fiber:

1. Antikorper:
a-fiber, Maus-Ascites (8C2.2)
(Zur Verfligung gestellt von D.T. Curiel).

2. Antikorper:
Ziege-a-Maus IgG, Peroxidase-Konjugat

(Dianova).

ECL-Lésung 1:

* 18 ml ddH,0
*2ml1M Tris pH 8,5
* 12 pl 30 % H,0..

ECL-Lésung 2:
* 17,7 ml ddH,0
*2ml1M Tris pH 8,5
* 88 ul Coumarinsaure

+ 200 pl Luminol.
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Transferpuffer:
* 25 mM Tris

* 150 mM Glycin
* 10 % Methanol.

Blockpuffer:

* 3% BSA und 0,1% TWEEN-20 in 1 x PBS.

Transfektionen:

2 x HBS:

* 280 mM NaCl

* 50 mM HEPES

* 1,5 mM wasserfreies Na,HPO,
*ad 90 ml ddH,O

* pH 7,1 einstellen

*ad 100 ml ddH,O

« Sterilisieren durch Filtrieren.

* Lagerung bei 4°C

2.5 M CaCly:

* 7,35 g CaCl, * 2H,0

* ad 20 ml ddH,O bidest

« Sterilisieren durch Filtrieren.
 Lagerung bei 4°C.

Chloroquine:

* 8 mg/ml Chloroquin-Dihydrat in 1 x PBS.
« Sterilisieren durch Filtrieren.
 Lagerung bei -20°C.

Fixativ:

* 20 pl 25% Glutaraldehyd in 10 ml 1 x PBS.

Farbelbsung:

* 70 ml ddH,0O

*+10 ml 10 x PBS

* 10 ml 50 mM K-Ferricyanid
* 10 ml 50 mM K-Ferrocyanid
*0,2ml 1 M MgCl,.

X-Gal:
* 20 mg/ml X-Gal in Dimethylformamid.
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Virusaufreinigung
Dialysepuffer:

* 10 mM Tris

* 150 mM NaCl

* 1 mM MgCl, * 6H,0O
* 10% Glycerin

* pH 8,0.

3.1.5 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von ThermoHybaid (Ulm) bezogen.

3.1.5.1 Zielgerichtete Mutagenese

S408E fw 5’-CCA CAC CAG CTC CAG AAC CTA ACT GTA GAC-2
S408E rev 5-GTC TAC AGT TAG GTT CTG GAG CTG GTG TGG-3
S408E/P409A fw 5’-ACC ACA CCA GCT CCA GAG GCT AAC TGT AGA CTA AAT GC-3
S408E/P409A rev 5-GCATTT AGT CTA CAG TTA GCC TCT GGA GCT GGT GTG GT-3’

V441T fw 5-GTT TCAGTT TTG GCT ACT AAA GGC AGT TTG GC-3’
V441T rev 5’-GCC AAA CTG CCT TTA GTA GCC AAA ACT GAA AC-3
K442E fw 5-CAGTTTTGG CTG TTG AAG GCA GTT TGG CTC C-3’
K442E rev 5’-GGA GCC AAA CTG CCT TCA ACA GCC AAAACT G-3
V4411/K442D fw 5-GTT TCAGTT TTG GCT ATT GAT GGC AGT TTG GCT CC-3’
V4411/K442D rev 5-GGA GCC AAA CTG CCA TCA ATA GCC AAAACT GAA AC-3
Y47TA fw 5-CTT CCT GGA CCC AGA AGC TTG GAA CTT TAG AAATG-3
Y477A rev 5-CAT TTC TAA AGT TCC AAG CTT CTG GGT CCA GGA AG-3’
L485K fw 5-CTT TAG AAA TGG AGA TAA GAC TGA AGG CAC AGC C-2
L485K rev 5-GGC TGT GCC TTC AGT CTT ATC TCC ATT TCT AAA G-3’

3.1.5.2 Overlap-PCR

RGD fw 5-GAT TGT TTC TGT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3

RGD rev 5-TCC TCT ACAATC ACATGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3

VSMC fw 5’-AGT TGG ATT GGA GTA TTC CCA GAG TGC GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3’
VSMC rev 5’-AAG TAC TAC TCC CCA GAT GTT GCATGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’

EC fw 5’-CCA CTG CCA GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3

EC rev 5-GTA GCC GAT GCT TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3'

SP-A fw 5-TTA GGA TTT TTC CAC TAT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
SP-Arev 5-TGA GTG GAG CGT GTT CTG TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
SP-B fw 5-CAT CCG TCT TCT CTG ATT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3’

SP-B rev 5- CTT CCAAGC AGC ATTCGT TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
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SP-C fw
SP-C rev
SP-D fw
SP-D rev
SP-E fw
SP-E rev
SP-F fw
SP-F rev
SP-H fw
SP-H rev
SP-J fw
SP-J rev
SP-K fw
SP-K rev
SP-M fw
SP-M rev
SP-N fw
SP-N rev
SP-O fw
SP-O rev
SP-Q fw
SP-Q rev
SP-S fw
SP-S rev

5’- GCT CCG CAT CTG CCG ATT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3’
5’-CCA ATA ATA ATG AGA CGT TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3
5’- ACG AAG ATG AGG GTT CTG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5-CGT ATT CAG CGT ATG CTG TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5-TCG CCG TAT ACG AAT CCG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-Z
5- CAG CTT CGG CAG CGA AAATGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3
5’- CTG AGG CTT CCG ACG CAG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5’- AGG ATA CGG CAG AGC AGATGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5’- AAT GCT CAT GAT GGT GAG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5’-ACA AAT CTT ACG AAT ACG TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5'- AAT GAG TAT CTG CAG ACG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5- ACG CTG CGT ATC ACT AGC TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5- CTG GGT TAT CTG TCG TTT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3’
5- ATT AGC ACG CGG AAC CGA TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5-GGT TTT AGT ACG ATT CAG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5’- CAG ATA CGA CGG CGT ATATGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5’- AAT ACG GAT AAT CTG CCG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5- ATA CAG CCAACT ATGATT TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3
5- AAG ACG TCT TCG GAT CTG GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3’
5-CTG CCA CGT CGT CGTACC TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5- ATG ACT ATT AAG ATG TCT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3
5'- ACC AAT CCC CAT AGG AAATGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’
5’- CTG GCT CAT GGG TCG GGT GGA GAC ACA ACT CCA AGT GC-3’
5’- CAA AGG CCT CTG CGG CGT TGT TTC CTG TGT ACC GTT TAG-3’

3.1.5.3 Sequenzierungsprimer

pQE-30/Ad5-Knob

KnobSeq5™:

5-GTG AGC GGATAACAATTT CAC ACA G-3

SCMV + GFP

SCMV/GFP1: 5-GGG TCC AGA TCC ACC ATATTG-3
SCMV/GFP2: 5-TAT GGT GGA TCT GGA CCC CAG-3’
SCMV/GFP3: 5’-GGC TAT TGG CCA GGT TCA ATAC-3
SCMV/GFP4: 5-GCC AAG TAC ATC CCC ATT GAC G-3’
SCMV/GFP5: 5-GAT ATC CAG ATC ATA TGA AGC G-3’
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3.1.5.4 Primer zum Nachweis adenoviraler DNA nach Internalisierung

Nachweis adenoviraler DNA:

Fiber-fw: 5-CCT CAC AGT TAC CTC AGA AG-3
Fiber-rev: 5-CGT AGC AAC TGG TCC AGG TGT G-3’
Nachweis genomischer DNA der Wirtszellen:
Rick: 5-ATT CCA GGC AGT ACC AAA CAG -¥
Jim: 5-CCATCA GGG CCAATAATTATT G -3

3.2 Bakterien

Bakterienstamme

XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’proAB lacl? ZAM15 Tn10 (Tet)]
DH5a: F- deoR recAl endAl hsdR17 (ri, m,’) supE44 I- thi-1 gyrA96 relA1
BJ5183 endA sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Strr)

Kultivierung
Die Kultivierung erfolgte stets in LB-Medium bei 37 °C im Schiittler bei 225 UpM oder
auf LB-Agarplatten 16 Stunden im 37 °C-Brutschrank. Als Selektionsmittel wurden

bei Bedarf Antibiotika in der vorgegebenen Endkonzentration zugesetzt.

Herstellung eletrokompetenter Zellen

Die Herstellung der elektrokompetenten Bakterien erfolgte nach dem Protokoll von
Ausubel et al. (1994). Die Bakterien wurden in Aliquots von 40 pl bei -80 °C

eingefroren.

Transformation durch Elektroporation

Die Transformationen erfolgten mit dem GenePulser |l (Biorad, Minchen). Nach der
Transformation wurden die Bakterien in 1 ml SOC-Medium gegeben und fur 30 min
bei 37 °C im Schuttler bei 220 UpM inkubiert. Verschiedene Volumina der Zellen
wurden auf LB-Amp-Platten ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert oder
gegebenenfalls zur Animpfung groRerer Flussigkulturen verwendet.
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3.3 DNA-Konstrukte

3.3.1 Prokaryotischer Expressionsvektor pQE-30

Auf der Basis dieses Plasmids wurden die am N-Terminus verkurzten ldslichen
Varianten des Fiberknob-Proteins exprimiert. Uber die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Hindlll wurde die DNA-Sequenz der Knobdomane mit der 22.
Wiederholung des Schafts bis zum C-Terminus in den Vektor pQE-30 kloniert (pQE-
30/Ad5-Knob), was der Sequenz der Fiber von Aminosaure 387 bis 581 entspricht.
Die Expression des Wildtyp-Knobs und der Mutanten erfolgte mittels dem
QlAexpress Expressionssystem (Qiagen, Hilden). Alle generierten Proteine werden
vom ATG-Startcodon (Nukleotid 115 — 117) aus mit einem N-terminalen Tag aus
einem RGS-Motiv (Nukleotid 118 — 126) und 6 Histidinen (Nukleotid 127 — 144)
exprimiert. Der Vektor mit dem klonierten WT-Knob-Sequenz hat eine Grole von
4012 bp (Anhang 7.V).

3.3.2 Eukaryotischer Expressionsvektor pcDNA3.1(+)

Auf der Basis von pcDNA3.1(+) wurde das komplette Fibergen exprimiert. Die
Fibersequenz wurde Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Xbal in den
Expressionsvektor einkloniert (pcDNA3.1-Fiber). Um eine hohe Expressionsrate zu
gewahrleisten wurde eine dreiteilige adenovirale Fuhrungssequenz (TPL, Three-
Peptide-Leader Sequenz) Uber die Restriktionsschnittstellen Kpnl und BamHI in den
Vektor einkloniert. Die aus Knob-, Schaft- und Schwanzdomane bestehende Fiber
stellte die Grundlage zur Herstellung pseudotypter Viren dar. Der Vektor hat mit Fiber
und TPL eine GrofRe von 8269 bp (Anhan 7.VI).

3.4 Mutagenese

Zum einen wurde mittels zielgerichteter = Mutagenese  verschiedene
Kontaktaminosauren fur die Interaktion mit CAR innerhalb der Knob-Sequenz von
pQE-30/Ad5-Knob modifiziert, um entsprechende |6sliche Knob-Proteine fur
Bindungsstudien im Rahmen von Kompetitionsexperimenten einzusetzen. Zum

anderen wurden zur Herstellung von modifizierten Fibern flr den Einbau in das virale
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Kapsid im Rahmen des transienten Transfektions- u. Infektionssystems die Sequenz
der Fiber im Expressionsvektor pcDNA3.1(+) mittels zielgerichteter Mutagenese
Kontaktaminosauren fur die Interaktion mit CAR modifiziert und zum anderen durch

Overlap-PCR verschiedene Peptidsequenzen in den HI-Loop kloniert.

3.4.1 Modifikation der Knob-Sequenz in pQE-30 durch zielgerichte

Mutagenese

Mittels Zielgerichteter Mutagenese wurden verschiedene potentielle
Kontaktaminosauren fir die Interaktion mit CAR innerhalb der Knob-Sequenz von
pQE-30/Ad5-Knob modifiziert. Dabei wurden verschiedene Kombinationen an
Austauschen vorgenommen, wobei zwischen 1 und 6 Aminosauren ausgetauscht
wurden. Zur PCR-Reaktion wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt:
50 ng Template-DNA, je 25 pmol der beiden Primer, 1 U Phusion™ Proofreading-
DNA-Polymerase (Finnzymes), 10 uyl 5 x HF-Puffer (Finnzymes) und 0,2 mM
Didesoxynukleotide. Die Temperatur zur Anlagerung der Primer bewegte sich in

Abhangigkeit der individuellen Schmelztemperatur zwischen 55 und 65 °C.

PCR-Bedingungen fur die zielgerichte Mutagenese

Vor-Denaturierung 95 °C 30s
Denaturierung 95 °C 30s
Anlagerung 55 -65 °C 30s 16 Zyklen
Verlangerung 72 °C 150 s

Finale Verlangerung 72 °C 300 s

3.4.2 Modifikation der Fiber-Sequenz in pcDNA3.1(+) durch

zielgerichtete Mutagenese und Overlap-Extension-PCR

Mittels zielgerichteter Mutagenese wurden genau wie in 3.4.1 verschiedene
potentielle Kontaktaminosauren fur die Interaktion mit CAR innerhalb der Fiber-
Sequenz von pcDNAS3.1-Fiber modifiziert. Dartber hinaus wurden mittels Overlap-

PCR in den HI-Loop des Fibergens verschiedene Peptide kloniert. Grundlage daflr
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war der an Position S408E/P409A des Fibergens modifizierte Vektor pcDNA3.1-
Fiber/SP. Die PCR-Reaktion wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt:
50 ng Template-DNA, je 25 pmol der beiden Primer, 1 U Phusion™ Proofreading-
DNA-Polymerase (Finnzymes), 10 pl 5 x HF-Puffer (Finnzymes) und 0,2 mM
Didesoxynukleotide. Die Temperatur zur Anlagerung der Primer bewegte sich in
Abhangigkeit der individuellen Schmelztemperatur zwischen 55 und 65 °C. Nach
diesem Protokoll wurden die zielgerichtete Mutagenese wie auch die Overlap-PCR
durchgefuhrt.

PCR-Bedingungen fur die zielgerichte Mutagenese

Vor-Denaturierung 95 °C 30s
Denaturierung 95 °C 30s
Anlagerung 55-65°C 30s 16 Zyklen
Verlangerung 72 °C 240 s

Finale Verlangerung 72 °C 300 s

PCR-Bedinungen fur die Overlap-PCR

Vor-Denaturierung 95 °C 30s
Denaturierung 95 °C 30s
Anlagerung 55-65°C  30s 35 Zyklen
Verlangerung 72°C 240s

Finale Verlangerung 72°C 300s

3.4.3 Aufarbeitung der PCR-Ansatze

Alle PCR-Ansatze wurden mit dem Enzym Dpn | (NEB, Frankfurt) nach Vorgabe des
Herstellers verdaut und mit Natriumacetat und Ethanol geféllt. Die linearen
Doppelstrange aus den Overlap-PCRs wurden mit 20 Units T4 Polynukleotidkinase
(NEB) 1h bei 37°C in einem Reaktionsvolumen von 30ul mit 3 mM
Endkonzentration von ATP im Brutschrank phosphoryliert und das Enzym

anschlieend im Thermoblock 20 min bei 65 °C inaktiviert. Der gesamte Ansatz
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wurde mit 1,5 Units T4 DNA-Ligase (invitrogen, Mannheim) Uber Nacht bei 16 °C
ligiert. Die DNA wurde mit Natriumacetat und Ethanol gefallt, in ddH,O aufgenommen

und in E. coli Stamm XL1-Blue durch Elektroporation transformiert (s. 3.1.3).

3.5 DNA-Isolierung und Sequenzierung

Isolierung von Plasmid-DNA nach der ,,MiniPrap-Methode*

Alle Plasmid-DNA Praparationen im kleinen Malistab erfolgten mit dem Wizard-
Miniprap Kit von Promega (Mannheim) nach den Angaben des Herstellers. Hierzu
wurden Klone von LB-Amp Platten mit Zahnstochern gepickt und in 5 ml LB-Amp
Medium im Schdttler bei 37 °C und 225 UpM uber Nacht kultiviert. Die gesamten 5

ml wurden zur Plasmid-Praparation eingesetzt.

Isolierung von Plasmid-DNA nach der ,,MaxiPrap-Methode*

Die Plasmid-DNAPraparation im gro3en Malstab erfolgte nach dem EndoFree®©
Plasmid Maxi Kit von Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers. Fir die
Plasmid-Praparation wurden Klone mit Zahnstochern gepickt und in 5 ml LB-Amp-
Medium im Schuttler bei 37 °C und 225 UpM 4 — 6 h kultiviert. Anschlieend wurde
die Vorkultur in 250 ml LB-Amp-Medium Uberfuhrt und bei 37°C und 230 UpM uber
Nacht im Schuttler inkubiert. Die gesamten 250 ml wurden fir die Plasmid-DNA-
Maxipraparation verwendet. Das DNA-Pellet wurde am Ende der Praparation in 500

gl ddH,O aufgenommen.

Sequenzierung

Alle im Rahmen von zielgerichteter Mutagenese und Overlap-PCR eingeflgten
Modifikationen wurden durch DNA-Sequenzierung mit dem ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer unter Verwendung des ,BigDye® Terminator v1.0 Cycle Sequencing Kit*
(Applied Biosystems, Weiterstadt) bestatigt. Hierzu wurden 200 — 300 ng Plasmid-
DNA, 5 pmol Primer und 2 pl BigDye™ in einem Gesamtvolumen von 10 pl fur eine

Sequenzierungs-PCR eingesetzt.

Reaktionsfuhrung im Thermocycler (Perkin EImer, GeneAmp 2400):
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25 Zyklen

Denaturierung 96 °C 10s
Anlagerung 58 °C 5s
Verlangerung 60 °C 240 s

Nach der PCR-Reaktion wurde die DNA mit 2 yl 3 M Na-Acetat und 30 ul Ethanolgps.
gefallt und mit 250 pl 70 % igem Ethanol gewaschen, das angetrocknete Pellet in 25
pl Bidest aufgenommen und die Ansatze auf ein ,ABI Prism Automated Sequencer”

des Typ 310 aufgetragen.

3.6 Herstellung von lIoslichen Knob-Protein

Nach Uberpriifung der Sequenzen der Knob-Varianten im pQE-30 Expressionsvektor
durch Sequenzierung, wurden 10 ng Plasmid-DNA in elektrokompetente XL1-Blue
transformiert. Die Ansatze wurden nach 30 min Inkubation in SOC-Medium direkt zu
25 ml LB-Medium (100 pug/ml Amp) gegeben und Uber Nacht im Schittler bei 37 °C
und 225 UpM kultiviert. 16 h spater wurden mit den 25 ml Kultur 1 | LB-Medium mit
100 pg / ml Ampicillin-Endkonzentration angeimpft und im Schuttler bei 37 °C und
225 UpM bis zu einer ODgg von 0,7 - 0,9 kultiviert; dann mit IPTG (Endkonzentration:
2 mM) die Proteinsynthese induziert und fur weitere 4 h wachsen gelassen. Die
Bakterien wurden abzentrifugiert, das Pellet in 25 ml Sonifizierungspuffer
aufgenommen und bei -20 °C eingefroren. Die Bakteriensuspension wurde bei RT
aufgetaut und Lysozym (Serva, Heidelberg) in einer Endkonzentration von 1 mg / mi
zugegeben und flr 30 min unter gelegentlichem leichten Schitteln auf Eis inkubiert.
Die Bakterien wurden auf Eis mit dem Branson-Sonifier auf Stufe 5 fur 3 x 2 min bei
40 % zerschallt und die Zelltrimmer anschlieRend abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde mit 1,5bis 2 ml Sonifizierungspuffer aquilibrierter Ni-NTA-Suspension
(Qiagen, Hilden) versetzt und fir 2h bei 4 °C auf dem Rotor inkubiert. Das
Saulenmaterial wurde zunachst gemald Herstellerangaben mit Sonifizierungspuffer
und anschlieBend mit Sonifizierungspuffer (der 20 mM Imidazol enthielt) gewaschen.
Die Knob-Varianten wurden dann mit Sonfizierungspuffer (der 250 mM Imidazol
enthielt) eluiert und anschlieRend das in den Eluaten noch vorhandene Imidazol

durch Saulenchromatographie mit PD-10 Entsalzungssaulen von Amersham
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Biosciences entfernt. Die aufgereinigten Proteine waren dann in ddH,O oder PBS
monatelang bei 4 °C haltbar, ohne dass die homotrimere Form der Knob-Proteine

beeintrachtigt wurde.

3.6.1 Bestimmung des Proteingehalts nach Lowry

Die Proteinbestimmung wurde nach Lowry et al. (1951) durchgeflhrt. Bei jeder
Messung wurde eine komplette Eichreihe mit BSA-Standards von 0,1 bis 2 mg/ml in
1% igem SDS und 3 Nullwerte in 1 %igem SDS ohne Protein erstellt. Die
Proteinproben wurden in 1 % SDS verdunnt, so dass die Proteinkonzentration von 2
mg/ml nicht Uberschritten wurde. Fur jede Probe wurde eine Doppelbestimmung
durchgefuihrt. 10 yl Probe wurden vorgelegt, mit 1 ml Reaktionsgemisch versetzt, auf
dem Vortex sofort gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 100 yl Lowry-Reagenz 2 zugegeben und sofort auf dem Vortex gemischt.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur erfolgte die Messung der
Extinktion bei 578 nm. Um eine modglichst genaue Konzentrationsbestimmung zu
gewahrleisten wurden alle Proteinpraparationen insgesamt 4 mal nach Lowry

quantifiziert und der Durchschnittswert ermittelt.

3.6.2 Bestatigung der trimeren Struktur der Knob-Proteine durch
diskontinuierliche SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mittels SDS-PAGE wurde uberprift, ob die Modifikation verschiedener Aminosauren,
die Fahigkeit der loslichen Knob-Proteine spontan zu trimerisieren, beeintrachtigt.
Hierzu wurden die Proben unter semidenaturierenden und denaturierenden
Bedingungen aufgetragen. Um die native, trimere Struktur des Knob-Proteins zu
waren, wurde Proteinprobenpuffer ohne SDS und ohne pB-Mercaptoethanol
verwendet und die Proben nicht aufgekocht. Die denaturierte Form wurde mit dem
gleichen Proteinprobenpuffer, aber mit SDS und p-Mercaptoethanol dargestellt; die
Proben wurden unmittelbar vor dem Gellauf 5 min bei 95 °C aufgekocht. Es konnte
gezeigt werden, dass alle Knob-Proteine unter semidenaturierenden Bedinungen als

Bande auf einer Laufhdhe von etwa 45 kDa und unter denaturierenden Bedinungen

41



als Bande auf einer Laufhdhe von 20 kDa dastellbar waren. Die Abb. 3.1 zeigt
exemplarisch ein Gel-Photo einer SDS-PAGE mit verschiedenen modifizierten Knob-
Proteinen. Die Knob-Proteine wurden im weiteren Verlauf zur Kompetition im

Rahmen von Kompetitionsexperimenten mit rekombinanten Adenoviren eingesetzt.

VK SPKL SPVKY
T M T M T M

Abb. 3.1: Die Abbildung zeigt exemplarisch das Gel-Photo einer SDS-PAGE mit
I6slichen Knob-Proteinen, die an verschiedenen Positionen modifiziert waren (SP,
VK, SPKL und SPVKY). Je 5 ug Protein wurden unter semidenaturierenden und
denaturierenden Bedingungen aufgetragen (siehe Text). Die semidenaturierten
Knob-Proteine konnten in ihrer trimeren Form als Banden auf einer Laufhéhe von
etwa 45 kDa dargestellt werden (T). Die unter denaturierenden Bedingungen
aufgetragenen Knob-Proteine konnten in ihrer monomeren Form als Banden auf
einer Laufhdhe von etwa 20 kDa dargestellt werden. M = Low Marker.

3.7 Adenoviren

3.7.1 Adenovirale Konstrukte

Ad5.Luc:

Dieses replikationsdefiziente adenovirale Konstrukt auf der Basis des Subtyps 5 ist
E1-deletiert und wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Kupper der
Molekularen Pathologie des Universitatsklinikums Tabingen zur Verfligung gestellt.
Es enthalt eine Reportergenkassette bestehend aus dem humanen CMV-Promotor

und dem Gen flr Luziferase, die in die deletierte E1-Region eingefluigt wurde.

Ad5.GFP:
Dieses replikationsdefiziente adenovirale Konstrukt auf der Basis des Subtyps 5
wurde im Rahmen dieser Arbeit auf der Basis des Vektorsystems pAdEasy von

Qbiogene kloniert (siehe unten). Es enthalt in der E1-deletierten Region eine
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Reportergenkassette bestehend aus dem simian CMV-Promotor und einem GFP-

Konstrukt.

Ad5.GFP.AF/F":

Das Ausgangskonstrukt wurde freundlicherweise von E. Wu aus dem Labor G. E.

Nemerow in den USA zur Verfugung gestellt (Wu et al., 2001). Das adenovirale
Konstrukt auf der Basis des Subtyps 5 enthalt in der deletierten E1-Region eine
Reportergenkassette bestehend aus dem humanen CMV-Promotor und einem Gen
fur GFP. Im Gegensatz zu den anderen hier verwendeten Reporterviren Ad5.Luc und
Ad5.GFP waren diese Konstrukte genomisch fiberlos. Durch trans-Komplementation
ist es moglich die viralen Partikel phanotypisch mit Fibern auszustatten (Jacubzcak et
al.,, 2001). Auf diese Weise wurden in kurzer Zeit relativ viele verschiedene
genotypisch fiberlose Partikel hergestellt, die phanotypisch mit unterschiedlich
modifizierten Fibern ausgestattet waren (siehe unten). Die Technik der trans-
Komplementation wird auch ,Pseudotyping“ genannt und entsprechende Viren als

.pseudogetypt” bezeichnet.

3.7.2 Herstellung und Propagierung der adenoviralen Konstruke

3.7.2.1 Klonierung von Ad5.GFP

Ein rekombinanter Ad5-Vektor mit einer Reportergenkassette, bestehend aus
Simian-CMV-Promotor und einem GFP-Reportergen, wurde auf der Basis des
Vektorsystems AdEasy™ (Qbiogene) gemall Herstellerangaben hergestellt. Dazu
wurde das Konstrukt aus Promotor und GFP aus dem Vektor pCSGFP3 (4800 Bp)
Uber die Restriktionsschnittstellen Sall und Notl in den Vektor pShuttle AES 1020
(6621 Bp) kloniert. Durch Sequenzvergleich konnte geklart werden dass der Simian
CMV-Promotor von Nukleotid 3879 bis 4883 im Ausgangsvektor enthalten war
(Simian cytomegalovirus major immediate early transcription unit; Accession-Nr.
U38308 L06819 M16019 U18245). Das als GFP3 im Ausgangsvektor pCSGFP3
bezeichnete Reportergen konnte durch Sequenzvergleich als ,Synthetic construct
modified green fluorescent protein GFP5* (mgfp5; Accession-Nr. U87973) identifiziert

werden, das von Nukleotid 21 bis 723 im Ausgangsvektor enthalten war. Der
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Shuttlevektor mit der Expressionskassette wurde mit Pme | linearsiert und 1 pg in 5
Ml ddH2O mit 100 ng in 1 pl pAdEasy-1-Vektor in elektrokompetente BJ5183
transformiert. Der Transformationsansatz wurde dann auf LB/Kan-Platten [50 pg/ml]
ausplattiert, Ubernachtkulturen angeimpft (LB/kan-Medium [50 ug/ml]), die DNA
mittels Miniprap extrahiert und die homolge Rekombination durch Gelelektrophorese
sowie Restriktionsverdau mit Pac | Uberpruft. AnschlieRend wurden 100 ng Plasmid-
DNA in elektrokompetente DH5a transformiert und auf LB/Kan-Platten [50 pg/ml]
ausplattiert. Mit den Kolonien wurden Ubernachtkulturen (500 ml) angeimpft und die
DNA mit dem Qiagen EndoFree MaxiPrap-Kit extrahiert. Die DNA wurde
abschlielend durch Gelelektrophorese, Restriktionsverdau und mit SCMV- bzw.
GFP-spezifischen Primern durch Sequenzanalyse charakterisiert. Nach Bestatigung
der Qualitat der rekombinanten adenoviralen DNA wurde diese mit Pac | linearisert
und mittels CaPO-Transfektion in 911-Zellen eingebracht. Hierzu wurden die Zellen
in 6-Well-Platten bei 75 % Konfluenz mit 10 ug DNA transfiziert und der Erfolg der
Virusklonierung am Fluoreszenzmikroskop anhand der GFP-Expression verfolgt und
alle 48 h das Zellkultur-Medium gewechselt. Die transfizierten 911-Zellen
entwickelten 7 Tage nach Transfektion einen deutlichen CPE. Das Medium wurde
nicht abgenommen und die Zellkulturschalen wurden 3 x eingefroren und aufgetaut,
Zellen und Medium der Kulturschale entnommen, abzentrifugiert, mit dem Uberstand
eine 75 cm®Kulturflasche mit 75 % konfluenten 911-Zellen 1 h infiziert und das
infektiocse Medium anschlieBend durch Zellkulturmedium ersetzt. Nach 48 — 72 h
zeigten die Zellen einen CPE und Zellen und Uberstand wurden wie im ersten
Propagierungsschritt auf eine 175 cm?-Kulturflasche mit 75 % konfluenten 911-Zellen
gegeben wund dieses Prozedere bei allen weiteren Propagierungsschritten
beibehalten, wobei immer eine um den Faktor 3 grofRere Flache fur den nachsten
Infektionsschritt verwendet wurde. Die letztendliche Viruspraparation wurde im
Bereich der Reportergenkassette auf die Kkorrekte Insertion hin durch

Sequenzanalyse Uberprift.

3.7.2.2 Herstellung genomisch fiberloser Ad5.GFP.AF/F*

Das von Wu et al. zur Verfligung gestellte Ausgangskonstrukt war phanetypisch mit
wildtypischen Fibern ausgestattet, daher war dieses in der Lage mittels der

naturlichen Rezeptoren Zellen zu infizieren. Um dieses Ausgangskonstrukt zu
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propagieren wurden Helferzellen auf der Basis von 911-Zellen hergestellt, die stabil
mit dem Fibergen transfiziert waren. Um zu gewahrleisten, dass das Fibergen nicht
im Laufe der Zellvermehrung wieder aus dem Genom entfernt wird, wurden 911-
Zellen stabil mit dem Fibergen in Verbindung mit dem Neomycin-Resistenzgen
transfiziert. Hierdurch war bis zu einem gewissen Grad gewahrleistet, dass die stabil
transfizierten Zellen das Fibergen unter Selektionsdruck in ihrem Genom integriert
halten. Die stabil transfizierte Zelllinie wurde 911F genannt und wurde von Dr.
Pamela Okun im Labor Petersen hergestellt. Die stabil die wildtypische Fiber
exprimierenden 911F-Zellen dienten dann zur Herstellung genomisch fiberloser aber
phanotypisch mit Fibern ausgestatteter Ad5.GFP.AF/F". Hierbei wurden die von der
Zelle produzierten Fibern im Zuge der Virusreifung in die viralen Kapside eingebaut.
Wie gezeigt werden konnte, hat das Fehlen des Fibergens keinen negativen Einfluss
auf die Virusreifung selbst. Enstprechende fiberlose Partikel assemblieren genauso
effektiv wie Partikel mit Fibern (Von Seggern et al., 1998, 1999 und 2000 Legrand et
al., 1999; Leissner et al., 2001). Allerdings waren die mittels der stabilen Zelllinie
911F generierten Partikel, im Vergleich zu genomisch eine Fiber tragende Partikel,
mit weniger Fibern ausgestattet (Daten nicht gezeigt). Offensichtlich reichte die
Synthese der Fibern in den 911F-Zellen nicht aus, um eine ausreichende Anzahl zur
Verfligung stellen zu kdnnen, wie dies im Rahmen des natlrlichen Infektionszyklus
der Fall ist. Ungeachtet dessen reichte die Ausstattung der pseudogetypten Viren
aus, um eine effektive Transduktion zu gewahrleisten.

Die mittels 911F-Zellen generierten und mit wildtypischen Fibern pseudogetypten
Viren dienten im Anschluss zur Herstellung von pseudogetypten Viren mit

modifizierten Fibern im transienten Transfektions- u. Infektionssystem (siehe unten).

Herstellung von pseudogetypten Viren mit modifizierten Fibern im transienten

Transfektions- u. Infektionssystem.

Wie von Jakubczak et al. 2001 gezeigt werden konnte, ist es moglich pseudogetypte
Viren in einem transienten Transfektions- u. Infektionssystem zu generieren. Das
Prinzip wird in dem Schema der Abb. 3.2 verdeutlicht. In dieser Weise wurden auf
der Basis von Ad5.GFP.AF/F" virale Partikel mit modifizierten Fibern nach folgendem

allgemeinen Protokoll hergestellt:
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Pro Fiberkonstrukt wurden drei Gewebekulturschalen (& 150 mm, Nunclon) mit
911-Zellen verwendet. Die Zellen wurden 1 Tag vor der Transfektion etwa 1 x 107
Zellen pro Schale ausgesat, so dass der Zellrasen am nachsten Tag eine
Konfluenz von ca. 75 -80 % erreichte.

Am folgenden Tag wurden die Zellen mit Hilfe der Kalzium-Phosphat-Methode mit
dem Fiber-Expressionsvektor pcDNAS3.1-Fiber transfiziert (siehe 3.4.2). Pro
Gewebekulturschale wurden 200 pg DNA und 62,5 mM Calciumchlorid in einem
Gesamtvolumen von 3,6 ml fur die Transfektion verwendet. Um die
Transfektionseffizienz zu bestimmen, wurde parallel eine Schale mit dem Vektor
pRSVp transfiziert. Hierbei lag die erzielte Transduktionseffizienz immer in einem
Bereich von 70 — 90 % (Daten nicht gezeigt). Es konnte deshalb angenommen
werden, dass die Transfektion mit pcDNA3.1-Fiber ahnlich effizient verlaufen ist
und deshalb die Uberwiegende Mehrzahl der Zellen das Fiberprotein auch
exprimieren.

1 h vor der Transfektion wurde das alte Medium von den Zellen genommen und
durch neues Vollmedium ersetzt. Anschliel3end wurde der Transfektionsansatz zu
den Zellen gegeben. 1 h spater wurden 200 pl Chloroquine pro Schale auf die
Zellen gegeben. Wie sich in Vorexperimenten gezeigt hatte, war die
Transefktionseffizienz um etwa den Faktor 2 hoher, wenn dem Medium
Chloroquine zugegeben wurde (Daten nicht gezeigt). 4 h nach der Transfektion
wurde das Transfektionsmedium durch neues Vollmedium ersetzt und die Zellen
anschlieend bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank etwa 24 h kultiviert.

Die am Vortag mit der Fiber-DNA transfizierten 911-Zellen wurden mit
Ad5.GFP.AF/F" infiziert (1000 OP/Zelle), die mittels 911F-Helferzellen hergestellt
wurden. Die Viren wurden dazu in 30 ml Vollmedium den Schalen zugegeben.

Die Zellen wurden anschlieRend im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, solange
inkubiert, bis alle Zellen den cytopathischen Effekt (CPE) zeigten, was in der
Regel nach 48 — 72 h der Fall war. Die Ernte der Zellen und die Virusaufreinigung
erfolgte standardmaRig (siehe unten).

Zu Kontrollzwecken wurden neben pseudogetypten Ad5.GFP.AF/F* auch
fiberlose Ad5.GFP.AF" hergestellt. Die Herstellung erfolgte im Prinzip genauso

wie die Herstellung pseudogetypter Partikel im transienten Transfektions- und
Infektionssystem, allerdings mit dem Unterschied, dass die Zellen nicht mit dem

Fibergen-kodierenden Expressionsplasmid transfiziert wurden.
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Transientes Transfektions/infektions-System zur Her-
stellung rekombinanter Adenoviren mit modifizierten
Fiberproteinen

L ,Pseudotyped'

Adenovirus
1.Tag:Transfektion /

Ad5.GFP.AF/F-wt
2.Tag: Infektion A

Fiber-Expressions-
plasmid c - v : 4

4.-5.Tag: Virusernte

modifizierte Fiber

,Pseudotyped' Adenovirus
mit modifizierter Fiber
Ad5.GFP.AF/F-mod

Abb. 3.2: Transientes Transfektions- und Infektionssystem: 1. Tag: 911-Zellen,
werden mit dem Fiber-Expressionsplasmid pcDNA3.1-Fiber transfiziert. 2. Tag: Die
transfizierten Zellen werden mit Ad5.GFP.AF/F" infiziert (Ad5.GFP.AF/F" wurden
mittels 911F propagiert, daher sind diese Partikel mit wildtypischen Fibern
ausgestattet). 4. — 5. Tag: Durch trans-Komplementation werden im Verlauf der
Virusreifung die Partikel mit den modifizierten (zur Kontrolle auch mit wildtypischen)
Fibern pseudogetyped. Die anschlieRende Virusernte und Aufreinigung erfolgte nach
Standardmethoden.

3.7.3 Viruspropagierung, Ernte und Aufreinigung
Viruspropagierung:

Die viralen Konstrukte wurden in 911-Zellen (Ad5.Luc und Ad5.GFP) bzw. 911F-
Zellen (Ad5.GFP.AF/F*) in gleicher Weise propagiert. Hierzu wurde eine
Gewebekulturschale (75 cm?) mit 75 — 80 % konfluentem Zellrasen mit 50 OP/Zelle
(Ad5.Luc und Ad5.GFP) bzw. 1000 OP/Zelle (Ad5.GFP.AF/F") in Volimedium (10 %
FCS, 1 % Pen/Strep) infiziert und im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, solange
inkubiert, bis alle Zellen den cytopathischen Effekt (CPE) zeigten (was in der Regel
nach 48 — 72 h der Fall war) und bei Bedarf das Kulturmedium gewechselt. Bei
ausgepragtem CPE wurden die Zellen mit dem Kulturmedium 3 mal eingefroren und
aufgetaut, dann abzentrifugiert, mit dem Uberstand eine Gewebekulturflasche (175

cm?) mit 75 — 80 % konfluentem Zellrasen 1 h infiziert und der virushaltige Uberstand
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durch Vollmedium ersetzt. Die Zellen wurden wieder bis zur Einstellung eines CPE
kultiviert, dann durch dreimal Einfrieren und Auftauen aufgeschlossen und mit dem
abzentrifugierten virushaltigen Uberstand 3 Gewebekulturflaschen (175 cm?) 1 h
infiziert. Die Viruspropagierung (1:3) wurde solange fortgesetzt, bis eine

ausreichende Zahl von Viren geerntet werden konnte.

Virusernte und Aufreinigung:

Die Viren wurden 48 — 72 h nach Infektion der Zellen geerntet. Zu diesem Zeitpunkt
ist die Virusreifung groBtenteils abgeschlossen und die Viren befinden sich
grofRtenteils noch in den Zellen. Die Zellen wurden im Kulturmedium bei 2000 UpM 5
min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit 3 ml PBS
versetzt, resuspendiert und 4 mal eingefroren und aufgetaut. AnschlieRend wurden
die Zelltrimmer durch 5 min Zentrifugation bei 5000 UpM abgetrennt und der
virushaltige Uberstand mit PBS auf etwa 8 ml aufgeflllt, 4,4 g CsCl zugegeben,
gelést und mit PBS auf 11 ml aufgefullt und in ein Beckman-SW40-
Zentrifugenrohrchen Uberflhrt. Der Ansatz wurde mit 2 ml Mineraldl Uberschichtet.
Es wurde fir 18 bis 24 h bei 32000 UpM und 10°C in der Ultrazentrifuge (Rotor:
SWA40Ti; Zentrifuge: Beckman LB 55) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die
virushaltige Bande mit einer Sterican Gr. 1-Kanule und einer 2 ml-Spritze gezapft.

Die virushaltige Bande wurde in einen Dialyseschlauch tberflhrt und flr 5 h in einem
glycerinhaltigen Puffer dialysiert, um das CsCI zu entfernen. Dabei wurde anfangs
alle 30 min und spater jede Stunde der Dialysepuffer gewechselt. Nach der Dialyse

wurde die Virussuspension aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.7.4 Quantifzierung

Die in dieser Arbeit generierten Viruspraparationen wurden hinsichtlich der Anzahl
der physikalischen Partikel (OP/ml) photometrisch bestimmt und die infektiésen Titer

im Rahmen von TCID-Bestimmungen quantifiziert.
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3.7.41 Quantifizierung der Anzahl der physikalischen Partikel (OP/ml)

Um die aufgereinigten Viren zu quantifizieren, wurde die Anzahl der physikalischen
Partikel photometrisch bestimmt (Maizel et al., 1968). Eine ODys von 1,0 entspricht
dabei einer Anzahl von 1,1 x 10" Viruspartikeln. Hierzu wurden die
Viruspraparationen nach der Dialyse in einem geeigneten Verhaltnis mit Lyspuffer
(0,1% SDS in 1 x PBS) verdinnt und 30 min bei 56°C auf dem Schdattler inkubiert.
AnschlieRend wurde die ODyy am Photometer bestimmt. Als Referenzwert diente
der Lysepuffer. Um den Virustiter zu berechnen, wurde die Absorption mit dem
Verdunnungsfaktor und dem Extinktionskoeffizienten multipliziert:

(OP/ml = OD260 x Verdiinnungsfaktor x 1,1 x 10'?)

3.7.4.2 TCID-50 Bestimmung (Tissue Culture Infectious Dose 50)

Alle auf der Basis von Ad5.GFP.AF/F" generierten Viren wurden hinsichtlich ihres
infektiosen Titers im Rahmen von TCID-50 Bestimmungen quantifiziert. Hierzu
wurden die verschiedenen Zelltypen in 96-Well-Gewebekulturplatten ausgesat. Pro
Zelllinie wurden jeweils 2 Gewebekulturplatten fur die Titration verwendet. Es wurden
Verdiinnungen der Virussuspensionen von 10" bis 10™? in Vollmedium angesetzt
und die Zellen in den Gewebekulturplatten mit den Virusverdiinnungen von 10 bis
1072 infiziert (Abb.3.3).

Verdiintungen Kontrollen

103
108
107
108
10
10-10
1o-1t
10-12

Abb. 3.3: Aufteilung einer Gewebekulturplatte fir die
Bestimmung der TCIDsg

Jeweils 10 Wells einer Reihe wurden mit 100 ul einer Virusverdiunnung versetzt. Als

Kontrolle dienten je 2 Wells einer Reihe, die mit Medium ohne Viren versetzt wurden.
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Die Gewebekulturplatten wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, fur 3 Tage
inkubiert. Dann wurde die An- beziehungsweise Abwesenheit der GFP-Reportergen-
Expression am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200) bestimmt. Anschlie3end
wurde der Titer nach der statistischen Karber-Methode berechnet. Formel zur

Berechnung der TCID-50 nach der statistischen Karber-Methode:

TCIDs/100 ul =10 1,08 +d (2 - 0,5)
TC|D5o/m| =10 TC|D50/100 }Jl =10+10 1,08 +d (2 -0,5)
IU/ml = TCID50/mI — 0,7 =10+ 101,08 +d (£-0,5)—In 0,5

1,08 = log 12; Logarithmus der héchsten Virusverdinnung
d =log 10 = 1; Logarithmus des Intervalls

> = Summe der Werte

3.7.5 Kontrolle der Qualitidt von Ad5.GFP.AF/F*-Praparationen

3.7.5.1 Vergleich des DNA-Gehaltes

Um zu klaren ob sich der DNA-Gehalt der verschiedenen Praparationen
pseudogetypter Partikel unterscheidet, wurden je Viruspraparation 5 x 10'® OP mit
Proteinase-K nach folgendem Protokoll verdaut und die DNA aufgereinigt.

Hierzu wurde ein 5 x 10'© OP entsprechendes Volumen den verschiedenen
Viruspraparationen entnommen und mit gleichem Volumen zweifach gepufferter
Proteinase-K Losung versetzt. Nach 2 h Inkubation bei 37 °C wurden 0,2 Volumen 5
M NaCl zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Die Prazipitate wurden
abzentrifugiert, die Uberstdnde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt und das
gleiche Volumen ddH,O zugegeben. Anschliefend wurde die Losung phenolisiert,
die DNA in der wassrigen Phase gefallt und das Pellet in 20 yl ddH,O aufgenommen.
Hiervon wurden je 5 ul gelelektrophoretisch analysiert. Es konnte gezeigt werden,
dass die Bandenintensitat der verschiedenen Viruspraparationen in etwa gleich war
(Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: Das Gelphoto zeigt exemplarisch die
DNA-Banden verschiedener Préaparationen
pseudogetypter Viren nach gelelektrophoretischer
Auftrennung in einem 0,7 % Agarosegel. (Marker
Hindlll).

3.7.5.2 Westernblot-Analyse

Die viralen Partikel (1 x 10'® OP) wurden durch SDS-PAGE in semidenaturierendem
Probenpuffer aufgetrennt und nach dem ,Semi-Dry-Verfahren® auf Hybond-PVDF-
Membranen (Amersham Biosciences) transferiert. Die Membranen wurden nach
Angaben des Herstellers aktiviert (10 s in 100% Methanol dann 5 min in ddH,O
gewaschen und fir 10 min in Transferpuffer aquilibriert) und fir 90 min bei 1,5
mA/cm? transferiert. Die Membranen wurden in Blockpuffer fir 1 h bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Inkubation mit dem 1.
Antikdrper (1:10.000 in Blockpuffer) erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur. Die
Membranen wurden dreimal fir 5 min bei Raumtemperatur mit Blockpuffer
gewaschen und dann mit dem 2. Antikérper (1:3000 in Blockpuffer) 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte dreimal 5 min bei Raumtemperatur in
Blockpuffer waschen und anschlielend wurde detektiert. Die Detektion erfolgte
mittels Chemilumineszenz (ECL). Hierzu wurden die Membranen 1 min in der ECL-
Lésung inkubiert, Rontgenfilme (Hyperfiim ECL, Amersham) aufgelegt und 2 min

exponiert. Die Filme wurden in der Entwicklermaschine (Agfa) entwickelt.

3.7.5.3 ELISA zur Quantifizierung der Effizienz des Einbaus von Fibern
in Ad5.GFP.AF/F*

Im ELISA wurde der Gehalt an Fiber-Protein im Vergleich zum Hexon-Protein

analysiert.
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Allgemeines Protokoll:

1.

o e

Inkubation der Virusverdinnung flir 90 min bei Raumtemperatur (Maxisorb-
Platten).

3 x Waschen mit Blockpuffer.

Inkubation mit Blockpuffer fur 90 min.

2 x Waschen mit Blockpuffer.

Inkubation mit dem jeweiligen Erst-Antikorper fur 20 min. (Maus-a-Fiber
1:50000 in Blockpuffer und Maus-a-Hexon 1:3000 in Blockpuffer)

6. 3 x Waschen mit Blockpuffer.

7. Inkubation mit dem Zweit-Antikérper fir 20 min. (Ziege-a-Maus-Peroxidase-

8.
9.

Konjugat 1:10000 in Blockpuffer)
4 x Waschen mit Blockpuffer.
Detektion mit 100 yl TMB-Substrat (Promega) pro well fir 5 bis 10 min.

10. Stoppen der Farbreaktion mit 50 ul H.SO4 pro well.

11.Photometrische Auswertung der Farbintensitat mit Hilfe eines ELISA-Readers

(Dynatech MR 5000) bei 450 nm.

Erstantikorper:

a-fiber, Maus-Ascites (8C2.2 ; Zur Verfligung gestellt von D.T. Curiel).

a-hexon, Maus (monoklonal, abcam).

Zweitantikorper:

Ziege-a-Maus IgG, Peroxidase-Konjugat (Dianova).

Blockpuffer:
* 3% BSA und 0,15% TWEEN-20 in 1 x PBS.

3.8

Zellkultur

Alle verwendeten Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank kultiviert.

Dauerzellen:

HelLa

Die HelLa-Zellen sind eine humane Cervixkarzinom-Zelllinie, welche auf das Jahr

1951

zurickgeht (Gey et al.,, 1952; Scherer et al., 1953). Die Diagnose

Cervixkarzinom wurde spater in Adenokarzinom geandert. Bei den Hela-Zellen

handelt es sich um die erste dauerhaft kultivierte Zelllinie. Die Epithel-Zellen wurden
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in RPMI 1640-Medium (Invitrogen) mit 25 mM HEPES, GlutaMAX™-I, 10% (v/v) FKS
und 1% (v/v) Pen/Strep (Invitrogen) kultiviert.

HepG2
Die HepG2-Zellen sind eine humane Leberkarzinom-Zelllinie, welche von einem 15-

jahrigen argentinischen Jungen aus dem Jahr 1975 stammt (Aden et al.,, 1979;
Knowles et al., 1980). HepG2-Zellen wachsen als Monolayer und in kleinen
Aggregaten. Die HepG2-Zellen wurden in DMEM (Invitrogen) mit GlutaMAX™ 1, 4500
mg/lI D-Glucose, Na-Pyruvat, 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Pen/Strep kultiviert.

293T

Die 293T-Zellen sind ein Derivat der HEK 293-Zellen und exprimieren das SV40 T-
Antigen. Sie stammen von humanen, embryonalen Nierenzellen ab, welche mit dem
adenoviralen E1A-Gen transformiert wurden (Louis et al., 1997). Die Ad5-DNA
befindet sich auf Chromosom 19. Im Aussehen sind die 293T-Zellen Epithelzellen.
Mit der Calcium-Phosphat-Methode kénnen hohe Transfektionsraten erzielt werden.
Die Zelllinie wird fur die Produktion von Adenoviren verwendet. Die 293T-Zellen
wurden in DMEM mit  GlutaMAX™ I, 4500 mg/l D-Glucose,
Na-Pyruvat, 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Pen/Strep kultiviert.

911

911-Zellen sind humane, embryonale Retinoblastom-Zellen (Fallaux et al., 1996),
welche einige Eigenschaften mit den HEK 293-Zellen gemein haben. Die Zellen sind
mit Ad5-DNA transformiert und werden fur die Adenovirus-Produktion eingesetzt. Die
Zellen sind besser fur einen Plaque-Assay geeignet als die HEK 293-Zellen und die
Produktion von Adenoviren ist hoher. Es ist vollstandig bekannt, wie viel Ad5-DNA in
den Zellen enthalten ist. 911-Zellen kdnnen mit der Calcium-Phosphat-Methode leicht
transfiziert werden. Die 911-Zellen wurden in DMEM mit GlutaMAX™ |, 4500 mg/I D-
Glucose, Na-Pyruvat, 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Pen/Strep kultiviert.

911 F

911 F-Zellen stammen von 911-Zellen ab und wurden stabil mit der Ad5 fiber-DNA
transfiziert. Die stabile Zelllinie ist fur die Produktion von fiberlosen Adenoviren
geeignet. Die 911 F-Zellen wurden in Selektionsmedium bei 37°C und 5% CO; im

Brutschrank kultiviert. Das Selektionsmedium bestand aus DMEM mit GlutaMAX™ |,
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4500 mg/l D-Glucose, Na-Pyruvat, 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) G418-Sulfat

(Invitrogen).

AT7r5

A7r5-Zellen sind glatte Muskelzellen aus der Aorta, welche von der embryonalen
Ratte (Stamm: DBX1) stammen (Kimes & Brandt, 1967). Die Aktivitat der Enzyme
Myokinase und CPK ist in der stationaren Phase erhoht. Die Fibroblasten-Zellen
wurden in DMEM (Invitrogen) mit GlutaMAX™ |, 4500 mg/I D-Glucose, Na-Pyruvat,
10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Pen/Strep kultiviert.

CHO-K1

Die CHO-K1-Zelllinie ist ein Subklon der CHO-Zellinie, welche von einer Ovar-
Biopsie eines adulten Goldhamsters aus dem Jahr 1957 stammt (Ham et al., 1965;
Kao et al., 1968; Puck et al., 1958). Die CHO-K1-Zellen sind Fibroblasten-Zellen und
exprimieren keinen CAR-Rezeptor auf ihrer Oberflache. Die Zellen wurden in Ham's
F12-Medium (Invitrogen) mit L-Glutamin, 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Pen/Strep

kultiviert.

COS-7

COS-7-Zellen sind Nierenzellen, welche von der CV-1-Zelllinie abstammen. Die

Fibroblasten-Zellen stammen aus der Meerkatze (Cercopithecus aethiops) und
exprimieren das SV40 T-Antigen (Gluzman, 1981). Die Zellen wurden in DMEM
(Invitrogen) mit GlutaMAX™ [, 4500 mg/I D-Glucose, Na-Pyruvat, 10% (v/v) FKS und
1% (v/v) Pen/Strep kultiviert.

Primare Zellen

h-CASMC

Bei den h-CASMC-Zellen handelt es sich um humane glatte Muskelzellen aus
HerzkranzgefalRen (Ross, 1993; McGill, 1984; Jonasson et al., 1986; Owens, 1996;
Fager et al., 1989). Die Zellen sind normal und Plaque-frei. Die Primarzellen wurden
von der Firma Cambrex bezogen und in einer Medienmischung aus 1/3 Waymouth
Medium (Invitrogen), 1/3 Ham’s F12-Medium (Invitrogen) und 1/3 Smooth Muscle
Cell Basal Medium (Promocell), 15 % (v/v) FKS und 1 % (v/v) Pen/Strep kultiviert.
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Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 passagiert. Die Zellen wurden nach etwa 11 - 13

Zellteilungen (Doublings) in den Infektionsexperimenten eingesetzt.

h-CAEC

Bei dieser humanen Primarzelllinie handelt es sich um normale Endothelzellen aus
HerzkranzgefalRen (Jaffe, 1997; Mason et al.,, 1997; Ross, 1993; Ryan, 1985;
Ruschitzka et al., 1997). Die Zellen wurden von der Firma Cembrex bezogen und in
Endothelzellmedium kultiviert: Endothelial Cell Medium-2 (Cambrex) mit 2% FKS,
Gentamicin/Amphotericin-B, hEGF, VEGF, hFGF-B, R®- IGF-1, Hydrocortison,
Heparin und Ascorbinsaure. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 passagiert. Die
Zellen wurden nach etwa 11 - 13 Zellteilungen (Doublings) in den

Infektionsexperimenten eingesetzt.

Mesenchymale Stammzellen

Diese Stammzellen wurden von der Firma Cambrex bezogen. Die Zellen wurden in
speziellem Stammzellmedium (MSCBM, Art. Nr.: POPT-3238) mit den Supplementen
(MSCGM, Art.Nr.: POPT-4105) (Cambrex) mit 5 % FCS kultiviert. Die Zellen wurden
im Verhaltnis 1:4 passagiert und nach 8 — 10 Zellteilungen (Doublings) in den

Infektionsexperimenten eingesetzt.

3.9 Infektions- und Kompetitionsexperimente

3.9.1 Bestimmung der Anzahl GFP-positiver Zellen im Rahmen von

Infektions- u. Kompetitionsexperimenten

Zur  Quantifzierung der GFP-positiven Zellen in den Infektions- u.
Kompetitionsexperimeneten wurden die Zellen 48 — 72 h nach Virusexposition
gewaschen, trypsiniert und in einem geeigneten Volumen PBS aufgenommen, so
dass es mdglich war, die Anzahl der GFP-positiven und GFP-negativen Zellen mittels
Durchlicht und Fluoreszenzlicht in der Neubauer Zahlkammer zu bestimmen. Hierzu
wurden fur jede experimentelle Bestimmung dreimal alle 4 aus 16 kleineren

Quadraten bestehenden Zahlquadrate der Zahlkammer ausgewertet.
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3.9.2 Bestimmung der relativen Infizierbarkeit

Zur Bestimmung der relativen Infizierbarkeit wurden die Zellen in 24-Well-Platten
Vortags ausgesat und die Zellrasen bei etwa 80 % Konfluenz mit einer
Verdinnungsreihe des Reportervirus Ad5.Luc 45 min infiziert. 48 h nach Infektion
wurde die Zellzahl in Kontroll-Wells bestimmt und die Luziferaseaktivitat aus der
Verdlinnungsreihe bestimmt. Hierzu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen
und den Wells 250 ul Reporter-Lysis-Puffer (Promega) zugegeben und die
Luzfieraseaktivitat im Luminometer (Berthold) gemessen. Die Abb. 3.5 zeigt
exemplarisch die Messwerte einer Verdunnungsreihe am Beispiel von
Endothelzellen. Die Infektionen mit 2,45 x 10° — 6,11 x 10° OP/Well entsprechen dem
Hintergrund und erst ab 4,89 x 10° OP/Well und mehr, wurde ein linearer Anstieg der
Reportergenexpression detektiert. Die Anzahl der viralen Partikel von 4,89 x 10°
wurde dann auf die Zellzahl pro Well bezogen und so die relative Infizierbarkeit
bestimmt. In gleicher Weise wurde die relative Infizierbarkeit aller in dieser Arbeit
verwendeten Zell-Typen bestimmt und die Ergebnisse verglichen. Da die ermittelten
Werte von den hier gewahlten experimentellen Bedingungen abhangig sind, wurde

die Bezeichnung ,relative Infizierbarkeit gewahilt.

Endothelzellen: Infektion mit Verdiinnungsreihe Ad5.Luc

OP/Well: |1,25E+09|6,25E+08|3,13E+08|1,56E+08|7,81E+07|3,91E+07 |1,96E+07 |9,78E+06|4,89E+06 | 2,45E+06|1,22E+06|6,11E+05

RLUs: 715867 | 490733 | 293927 | 144264 | 55196 | 12036 | 7231 2290 1035 367 458 365

Abb. 3.5: Exemplarische Darstellung der Bestimmung der relativen Infizierbarkeit am Beispiel von
Endothelzellen. Die Zellen wurden in 25-Well-Platten mit Verdiinnungen des Reportervirus Ad5.Luc 45
min infiziert und 48 h spater die Luziferaseaktivitat quantifiziert. Fir die Verdiinnungsstufe, die eine
messbare Reportergenexpression aufwies, wurde die Anzahl der eingesetzten viralen Partikel auf die
Zellzahl bezogen und so die relative Infizierbarkeit der Zellen bestimmt.

3.9.3 Heparinase-Experimente

Die Heparinase (Heparin Lyase |, MDL Nr.: MFCDO00131317 von Sigma-Aldrich
wurde in lyophilisiertem Zustand geliefert und davon nach Herstellerangaben eine
Stocklosung angesetzt, die dann dem Medium unmittelbar vor dem Experiment
zugesetzt wurde.

CHO-Zellen wurden 24 h vor Inkubation mit Heparinase in 24-Well-Platten so

ausgesat, dass der Zellrasen zum Zeitpunkt des Experiments etwa 80 % konfluent
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war. Das Kulturmedium wurde abgenommen und mit 250 ul Vollmedium, welches 10
bzw. 0 Units/ml Heparinase enthielt, 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach
wurden weitere 250 pl Vollmedium mit Ad5.Luc zugegeben. Der dabei eingesetzte
virale Titer bewegte sich in einem Bereich von 625 - 10000 OP/Zelle. Es wurde 45
min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, der infektiése Uberstand durch 1 ml
Kulturmedium ersetzt und die Zellen 48 h bei 37 °C im Brutschrank kultiviert. Nach
48 h wurde die Luziferase-Reportergenexpression im Luminometer quantifiziert.
Hierzu wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und 250 ul Reporter-Lysis-Puffer (Promega) zugegeben, 60 min bei RT
inkubiert und von je 10 ul Ansatz die Aktivitat bestimmt. Dieses Experiment wurde
zweimal durchgefuhrt.

Die Experimente mit primaren glatten Muskelzellen und mesenchymalen
Stammzellen wurden in Anlehnung an das Experiment mit CHO-Zellen durchgefuhrt.
Allerdings wurden beide Zelltypen hier mit unterschiedlichen Konzentrationen
Heparinase in einem Bereich von 1,25 — 10 U/ml behandelt. Die glatten Muskelzellen
wurden mit 2000 OP/Zelle infiziert und die mesenchymalen Stammzellen mit 4000
OP/Zelle.

3.9.4 Kompetitionsexperimente mit Heparin und Knob-Protein

Im Rahmen der Kompetitionsexperimente wurden die Zellen in 24-Well-Platten
ausgesat und in 4 parallelen Ansatzen mit Reporterviren infiziert, wobei die
Reporterviren stets in dem jeweiligen Vollmedium in Anwesenheit von FKS und
Pen/Strep den Zellen zugegeben wurden:

1. Infektion ohne Kompetitoren

2. Infektion nach Prainkubation der Viren mit Heparin

3. Infektion nach Prainkubation der Zellen mit Knob-Protein

4. Infektion nach Prainkubation der Viren mit Heparin und

Prainkubation der Zellen mit Knob-Protein

Die Prainkubation der Viren mit Heparin erfolgte fur 1 h bei Raumtemperatur in
Vollimedium mit 20 pg/ml Heparin (Stocklésung 1mg/ml in PBS). Parallel dazu
wurden Viren in Vollmedium ohne Heparin inkubiert. In Vorexperimenten mit CAR-

negativen CHO-Zellen sowie CAR-positiven 293T-Zellen und 911-Zellen konnte
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gezeigt werden, dass bei Kompetition mit Heparin-Konzentrationen ab 10 pg/mi
keine Zunahme des inhibitorischen Effekts mehr zu erzielen war. Daher wurde in
allen Kompetitionsexperimenten mit Heparin eine Konzentration von 20 ug/ml fur die
Prainkubation mit den Reporterviren eingesetzt. Hiervon wurden nach der
Prainkubation 250 ul den Zellen zugegeben.

Den Zellen wurde 20 min vor der Virusexposition das Kulturmedium abgenommen
und 250 pl frisches Vollmedium zugegeben, das entweder 100 ug Knob-Protein in
den Kompetitionsexperimenten im Abschnitt 4.1.4.1 bzw. 150 ug Knob-Protein in den
Experimenten des Abschnitts 4.3.3 pro 250 pl enthielt oder kein Knob-Protein
enthielt. Nach der Inkubation von 20 min wurden dann die Viren zugegeben, die
entweder nur in Vollmedium oder in Vollmedium mit 20 pg/ml Heparin 1 h
prainkubiert wurden; hieraus haben sich die oben genannten 4 verschiedenen
Ansatzmoglichkeiten ergeben. Die infektidésen Uberstande wurden nach 45 min
Inkubation bei 37 °C im Brutschrank abgenommen, frisches Vollmedium zugegeben
und bis zur Quantifizierung der Reportergenexpression 48 h bei 37 °C im

Brutschrank kultiviert.

3.9.5 Nachweis adenoviraler DNA in Zellen nach Virusexposition in

An- und Abwesenheit von Kompetitoren.

CAR-negative CHO-Zellen und CAR-positive HeLa-Zellen wurden die Zellen in 24-
Well-Platten Vortags ausgesat und die Zellrasen bei etwa 80 % Konfluenz in An- und
Abwesenheit von Kompetitoren 15 min bei 37 °C im Brutschrank in der unter 3.9.4
beschriebenen Art und Weise mit 1000 OP/Zelle infiziert. Hierzu wurde Heparin mit
20 pg/ml und Knob-Protein mit 100 pg/250 pyl Medium eingesetzt. Nach 20 min
Inkubation wurden die infektidsen Uberstande abgenommen und die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen. Danach wurde den Zellen 200 pl Trypsin-EDTA (0,25 %
Trypsin, invitrogen) zugegeben und 5 min inkubiert. Die vereinzelten Zellen wurden
aus den Gewebekulturplatten in Reaktionsgefalle uberfuhrt, auf Eis gestellt und 1,3
ml eiskaltes PBS zugegeben, gemischt und bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Zellpellets wiederholt zweimal mit etwa 1,5 ml eiskaltem

PBS gewaschen um im Uberstand vorhandene nicht internalisierte Viren zu
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entfernen. Den Pellets wurde anschlieRend 250 pl eiskaltes ddH,O zugegeben und
die Zellen auf Eis durch 10 x auf- u. abziehen mit einer Spritze (Kanilendurchmesser
0,4 mm) durch Scherkrafte aufgeschlossen. Die Pellets wurden bei 4 °C
abzentrifugiert und die Uberstéande firr eine PCR eingesetzt. Hierzu wurden Primer
eingesetzt, die ein etwa 350 bp langes Fragment vom adenoviralen Fibergen
amplifizieren und Kontrollprimer, die ein 1,3 kb langes Fragment aus der
genomischen DNA von Hela-Zellen bzw. ein 800 bp langes Fragment aus der
genomischen DNA von CHO-Zellen amplifizieren.

Die PCR-Reaktion wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl eingesetzt: 10 ul aus
dem Zellaufschluss, je 25 pmol der beiden Primer, 1 U Phusion™ Proofreading-DNA-
Polymerase (Finnzymes), 10 pl 5 x HF-Puffer (Finnzymes) und 0,2 mM
Didesoxynukleotide.

PCR-Bedingungen

Vor-Denaturierung 95 °C 30s
Denaturierung 95 °C 30s
Anlagerung 58 °C 30s 35 Zyklen
Verlangerung 72 °C 30s

Finale Verlangerung 72 °C 60 s

Jeweils 5 yl der PCR-Ansatze wurden gelelektrophoretisch analysiert (siehe 4.1.5)

3.9.6 Expemplarische Darstellung der Bestimmung des Einflusses
von Knob und Heparin auf die Infizierbarkeit der verwendeten
Zelllinien am Beispiel eines Experiments mit glatten

Muskelzellen.

Die Zellen wurden in An- und Abwesenheit von Kompetitoren in einer
Verdlinnungsreihe in 24-Well-Platten mit Ad5.Luc 45 min infiziert. Die
Verdlinnungsreihe war so gewahlt, dass in jedem Fall der Bereich von der Sattigung
bis zur Nachweisgrenze abgedeckt war. Es wurden jeweils 4 experimentelle Ansatze
gleichzeitig durchgefuhrt: Infektion ohne Kompetitoren, Kompetition mit wildtypischen
Knob, Kompetition mit Heparin und Kompetition mit beiden Kompetitoren. In Abb. 3.6

sind die gemessenen RLUs der parallelen Ansatze und in Abb 3.7 deren graphische
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Darstellung wiedergegeben. Hiernach ist in einem Bereich zwischen den
Verdinnungsstufen 5,00E+09 und 3,13E+08 mit zunehmender Virusverdinnung ein
linearer Ruckgang in der Reportergenexpression des Ansatzes ohne Kompetitoren
zu erkennen. Die RLUs der jeweiligen Ansatze in diesem Bereich wurden addiert und

sind durch die dickere Schrift hervorgehoben.

Kompetition mit
Infektion ohne | Kompetition mit | Kompetition mit| WT-Knob und
Kompetitioren WT-Knob Heparin Heparin
Well OP/Well RLU
1 2,00E+10 3067758 931331 1087153 76044
2 1,00E+10 4428207 834395 349272 30159
3 5,00E+09 6167933 797731 144004 7709
4 2,50E+09 4170718 590472 65938 3917
5 1,25E+09 1988842 207114 22563 1714
6 6,25E+08 704469 53122 13941 1106
7 3,13E+08 237976 21454 5398 818
8 1,56E+08 39951 5212 3215 556
9 7,81E+07 8750 1633 639 222
10 3,91E+07 6854 1069 349 207
11 1,96E+07 4281 412 223 280
12 9,78E+06 1550 293 305 221
Abb. 3.6: Ergebnis der Reportergen-Quantifizierung eines

Kompetitionsexperiments  mit  glatten  Muskelzellen. Die RLUs im
Verdunnungsbereich von 5,00E+09 bis 3,13E+08 entsprechen dem zum
Quantifizierung des Einflusses der Kompetitoren herangezogenen Bereiches und
sind durch eine dickere Schrift hervorgehoben

CASMC: Infektion mit Verdiinnungsreihe Ad5.Luc

7,0E+06
6,0E+06 - —e—ohne Komp
5,0E+06 -
—m— WT-Knob
»n 4,0E+06
o /
- .
¥ 3,0E+06 - Heparin
2,0E+06 s WT-Knob +
1,0E+06 Heparin
0,0E+00 -~ X——’
O O & © & ® & & & & & ®
X\ X\ )(Q XQ X )(Q XQ )(Q )(Q XQ XQ )(Q
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N NS oY 97 N o~ 05 [N AN 03 NG Q-
OP/Well

Abb. 3.7: Graphische Darstellung der Reportergen-Quantifizierung  eines
Kompetitionsexperiments mit glatten Muskelzellen. Die RLUs im Verdiinngungsbereich von
5,00E+09 bis 3,13E+08 zwischen den beiden schwarzen Balken entsprechen dem zum
Quantifizierung des Einflusses der Kompetitoren herangezogenen Bereiches.
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Die Summe der RLUs aus dem Ansatz ohne Kompetitoren wurde mit 100 %

gleichgesetzt und die Summe der RLUs aus den Ansatzen mit Kompetitoren
innerhalb des Bereiches von 5,00E+09 bis 3,13E+08 hierauf bezogen (Abb. 3.8). In

Abb. 3.9

Kompetitoren im Vergleich zur Infektion ohne Kompetitoren graphisch dargestellt.

ist der Prozentwert der Reportergenexpression

Kompetition mit

Infektion ohne | Kompetition mit | Kompetition mit| WT-Knob und
OP/Well Kompetitioren WT-Knob Heparin Heparin
5,00E+09 bis 3,13E+08 | 13269938 1669893 251844 15264
% Reportergenexpression 100% 12,50% 1,90% 0,12%

Abb. 3.8: Summen der RLUs im Verdiinngungsbereich von 5,00E+09 bis
3,13E+08. Die Summe der RLUs aus dem Ansatz ohne Kompetitoren wurde mit

100 % gleichgesetzt und die Anséatze mit Kompetitoren hierauf bezogen.
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Reportergenexpression in Gegenwart von
Kompetitoren im Vgl. zur Infektion ohne
Kompetitoren (=100 %)
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WT-Knob und
Heparin

Heparin

Kompetitor

Abb. 3.9: Graphische Darstellung der Reportergenexpression in
Anwesenheit von Kompetitoren in % im Vergleich zur Infektion ohne
Kompetitoren (= 100 %; nicht dargestellt).

in Gegenwart der
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3.10 Abkiirzungen

Ad (Ads)
Ad5
Amp
BSA
CAR
CHO
CPE
DMEM
ddH,0
EDTA
ELISA
FKS

fw

GFP

h
h-CAEC
h-CASMC
HRP
HSPG
U

kDa

kb

I

LB

Mg

Ml
MDa
ml
min
MSD
NEB
NTA
oD
OP
PAGE
PBS
PDB
Pen/Strep
pi
PNK
PVDF
rev
RLU

Adenovirus (Adenoviren)
Adenovirus Subtyp5

Ampicillin

Rinderserumalbumin
Coxsackievirus und Adenovirus-Rezeptor
chinese hamster ovary cells
cytopathischer Effekt

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
doppelt destilliertes Wasser
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme linked immunosorbent assay
Fotales Kalberserum

forward

green fluorescent protein

Stunde

Human Coronary Artery Endothelial Cell
Human Coronary Artery Smooth Muscle Cell
Meerrettichperoxidase
Heperansulfatproteoglykan
infection units

Kilo Dalton

Kilo Basenpaar

Liter

Luria-Bertani

Mikrogramm

Mikroliter

Mega Dalton

Milliliter

Minute

macromolecular structure database
New England Biolabs

nitrilotriacetic acid

optische Dichte

optische Partikel
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphate buffered saline

protein data base
Penicillin/Streptomycin

“post infection”

Polynukleotidkinase
Polyvinylidenfluorid

reverse

Relative Light Unit
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SDS
Tris
UpM
VP

Sekunde

Natriumdodecylsulfat
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Umdrehungen pro Minute
virale Partikel
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4. Ergebnisse

Die im folgenden dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit wurden alle im Rahmen von

in vitro-Experimenten generiert. Hierzu wurden folgende Zelllinien eingesetzt:

CAR-positive Dauerzellen: HeLa-Zellen wurden verwendet, weil diese Zellen in einer
groBen Zahl von Ad-Infektionsstudien eingesetzt wurden. HepG2-Zellen waren
aufgrund ihrer Herkunft interessant, weil die Leber das vornehmliche Organ der
Aufnahme von Vektoren in vivo darstellt. Die Zelllinien HEK, 293T und 911 wurden
mit einbezogen, weil sie als Helferzellen fir die Vermehrung replikationsdefizienter
Ad-Vektoren von grundsatzlicher Bedeutung sind. 911F-Zellen exprimieren stabil die
Fiber und gehen auf 911-Zellen zurick; sie sind eine Helferzelllinie fur die
Herstellung genomisch fiberloser Ad5.GFP.AF/F*. Neben diesen in der Literatur als
CAR-exprimierende Zellen beschriebenen Linien wurden CAR-negative CHO-Zellen
charakterisiert, um die Rolle der HSPG in Abwesenheit der CAR-Interaktion zu
charakterisieren. Bei A7r5-Zellen handelt es sich um eine immortalisierte glatte
Muskelzelllinie der Ratte, die zum Vergleich mit humanen glatten Muskelzellen
herangezogen wurden, um eine mogliche artiberschreitende Rezeptorprasenz zu
charakterisieren. Primare CASMC reprasentieren den Zielzelltypus fur das
Retargeting, in dessen Rahmen verschiedene potentiell flr glatte Muskelzellen
spezifische Peptide in den HI-Loop der adenoviralen Knobdomane eingefihrt
wurden. Bei primaren CAEC handelt es sich um Zellen, die im Rahmen einer
vaskularen Therapie Kontakt zu den Ad-Vektoren haben und daher ebenfalls infiziert
werden koénnen, was in Abhangigkeit von der Therapie gewollt oder ungewollt sein
kann. Im Kontext einer auf glatte Muskelzellen ausgerichteten Therapie ist eine

Infektion von vaskularen Endothelzellen unerwiinscht.

4.1 Der Einfluss der natlrlichen Rezeptoren auf die Ad5 Infektion in

vitro.

Der Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor (CAR) und Heparansulfatproteoglykane
(HSPG) sind naturliche Rezeptoren von Ad5. Der Einfluss dieser Rezeptoren auf die

Ad5 Infektion ist fur den Einsatz dieser Vektoren im Rahmen der Gentherapie von
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grundsatzlicher Bedeutung. Daher ist eine genaue Kenntnis vom Zusammenspiel der
verschiedenen infektionsvermittelnden Rezeptoren notwendig. Bislang existieren nur
von wenigen Zelllinien Daten, die den kombinierten Einfluss beider naturlicher
Rezeptoren beschreiben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der singulare und
kombinierte Einfluss beider Rezeptoren auf die Infizierbarkeit unterschiedlicher
Zelllinien untersucht und in in vitro-Kompetitionsexperimente mit I6slichem Knob-
Protein und Heparin durchgefuhrt. Zum einen kompetiert das I6sliche Knob mit der
Knobstruktur der Fiberproteine der Reporterviren, zum anderen kompetiert das
HSPG-Analogon Heparin mit basischen Oberflachenstrukturen des viralen Kapsids.

In beiden Fallen kommt es zu einem inhibitorischen Effekt der viralen Infektion.

4.1.1 Vergleich der Infizierbarkeit verschiedener Dauer- und

Priméarzellen mit Ad5.GFP mittels TCID-Bestimmung.

Zunachst wurde die Infizierbarkeit verschiedener Dauerzellen und Primarzellen mit
Ad5.GFP mittels der TCID-Bestimmung charakterisiert. Dieses Reportervirus
exprimiert in infizierten Zellen GFP und ist mit einem wildtypischen Kapsid
ausgestattet, so dass eine Infektion Uber die natirlichen Rezeptoren CAR und HSPG
vermittelt wird. Hierzu wurden die Zellen in 96-Well-Platten ausgesat und nach 24 —
48 h bei etwa 80 % konfluentem Zellrasen mit einer Verdlinnungsreihe des
Reportervirus infiziert. Der infektiose Uberstand wurde nicht abgenommen und
verblieb bis zur fluoreszenzmikroskopischen Quantifizierung, 48 h pi, auf den Zellen.
Der fur die jeweilige Zelllinie infektibse Titer (IU/ml) wurde nach der statistischen
Karber-Methode bestimmt (Abb. 4.1). Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3
unabhéngigen Experimenten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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TCID-Bestimmung mit Ad5.GFP
1,E+13 - —
1,E+12 -

1,E+11 -

1,E+10 - H
1,E+09

U/ml

Abb. 4.1: Vergleich der Infizierbarkeit von Dauerzellen und Primarzellen mit
Ad5.GFP anhand der TCID-Bestimmung. Die Zellen wurden 24 — 48 h vor
Infektion in 96-Well-Platten ausgesat und bei etwa 80 % Konfluenz mit
Verdinnungen von Ad5.GFP infiziet. 48 h pi erfolgte die
fluoreszenzmikroskopische  Quantifizierung nach der Karber-Methode.
Dargestellt sind die Mittelwerte der ermittelten viralen Titer (IU/ml) aus 3
unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Ad5 zeigte gegenuber mesenchymalen Stammzellen (MSC) die geringste
Infektiositat. Diese waren, im Vergleich zu den meisten CAR-exprimierenden
Dauerzellen, um annghernd den Faktor 10% schlechter zu infizieren. Innerhalb der
Gruppe der CAR-exprimierenden permanenten Zelllinien wurde eine Bandbreite in
der Infizierbarkeit um etwa den Faktor 10 beobachtet, wobei HelLa-Zellen am
schlechtesten und die Zelllinien 293T und 911 am effizientesten infizierbar waren.
Die nicht CAR exprimierende Dauerzelllinie CHO war geringflgig schlechter zu
infizieren als CAR-exprimierende HelLa-Zellen; beide unterschieden sich in der
Infizierbarkeit etwa um den Faktor 2. Die CAR-exprimierenden primaren EC zeigten
eine Infizierbarkeit, die in etwa der von Hela-Zellen entsprach, wahrend primére
humane koronale glatte Muskelzellen (CASMC) um etwa den Faktor 10 schlechter zu
infizieren waren als HelLa-Zellen bzw. den Faktor 100 im Vergleich zu 293T-Zellen
und 911-Zellen. Im Vergleich zu CASMC zeigte die permanente glatte Muskelzelllinie

der Ratte A7r5 eine vergleichbare Infizierbarkeit.
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4.1.2 Expostion verschiedener Dauerzellen und Primarzellen mit

Ad5.Luc in einem therapeutisch relevanten Zeitfenster.

Im Rahmen der TCID-Bestimmungen wurde der infektiose Uberstand nicht
abgenommen sondern verblieb bis zur Quantifizierung nach 48 h auf den Zellen. Im
Unterschied dazu wurde hier die Infizierbarkeit der verschiedenen Zelllinien in einem
therapeutisch relevanteren Zeitfenster charakterisiert. Hierzu wurden die Zellen in 24-
Well-Platten Vortags ausgeséat und 45 min mit Verdinnungen des Reportervirus
Ad5.Luc 45 min infiziert. Ad5.Luc besitzt wie Ad5.GFP eine wildtypische
Kapsidstruktur und unterscheidet sich lediglich in der Natur des exprimierten
Reportergens. 48 h pi wurde die Reportergenexpression der einzelnen
Verdinnungen im Luminometer gemessen und diejenige Verdinnung fir die
jeweilige  Zelllinie  bestimmt, bei der eine auf Reportergenexpression
zurtckzufihrende Aktivitat detektiert wurde, die sich vom Hintergrund durch etwa
eine Verdoppelung der Lumineszenz unterschied (siehe spezielle Methoden 3.2.9).
Der in den entsprechenden Wells eingesetzte Titer (OP) wurde dann auf die Anzahl
der Zellen pro Well bezogen und in Abb. 4.2 als OP/Zelle dargestellt und spiegelt die

relative Infizierbarkeit der verschiedenen Zelltypen untereinander wider.

OP/Zelle

(relative
Zelllinie Zellen/cm2 OP/1,9 cm2 SD Infizierbarkeit)
293T 5,27E+05 2,45E+06 1,87E+04 2
HEK 3,38E+05 4,89E+06 4, 91E+04 8
CHO 1,69E+05 3,91E+07 3,33E+04 122
HepG2 2,59E+05 2,45E+06 3,29E+04 5
011 2,51E+05 1,23E+06 6,25E+04 3
011F 2,08E+05 1,23E+06 1,07E+04 3
HelLa 9,60E+04 9,78E+06 3,13E+04 54
Cos7 1,07E+05 2,45E+06 1,91E+04 12
A7r5 3,45E+04 9,78E+06 4,04E+03 150
CAEC 6,70E+04 4,89E+06 1,39E+04 38
CASMC 3,65E+04 1,96E+07 1,73E+03 283
IMSC 3,17E+04 1,56E+08 1,19E+04 2593

Abb. 4.2: Vergleich der Infizierbarkeit von Dauerzellen und Priméarzellen mit Ad5.Luc. Die Zellen
wurden 24 — 48 h vor Infektion in 24-Well-Platten ausgesat und bei etwa 80 % Konfluenz mit
Verdiinnungen von Ad5.Luc 45 min infiziert. 48 h pi erfolgte die Messung der Reportergenexpression
im Luminometer. Auf der Basis der Zellzahl wurde die Mindestanzahl von OP bestimmt, die zu einer
detektierbaren Reportergenexpression der jeweiligen Zelllinie notwendig ist. Die dargestellten
Partikelzahlen sind die Mittelwerte von 3 unabhéngigen Experimenten. Die Standardabweichung
(SD) ist angegeben.
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Innerhalb der Gruppe der CAR-exprimierenden Dauerzellen waren fur die Infektion
von 293T und der beiden 911-Linien 2 bzw. 3 OP/Zelle notwendig, um eine
Reportergenexpression in den entsprechenden Wells zu detektieren. Etwa die
doppelte Anzahl an OP war zur messbaren Infektion von HepG2-Zellen nétig und 8
bzw. 12 OP fur die Infektion von HEK-Zellen bzw. Cos7-Zellen. Dagegen waren fir
HelLa-Zellen mit 54 OP/Zelle wesentlich mehr virale Partikel fir eine messbare
Reportergenexpression notwendig. Die ebenfalls CAR-exprimierenden priméaren
humanen CAEC waren mit etwa 40 OP/Zelle genauso infizierbar wie HelLa-Zellen.
Die nicht CAR-exprimierenden CHO-Zellen zeigten eine Reportergenexpression bei
122 OP/Zelle und unterschieden sich in der Infizierbarkeit zu HelLa-Zellen lediglich
um etwa den Faktor 2. Fur eine messbare Infektion der permanenten Ratten-
Muskelzelllinie A7r5 waren 150 OP/Zelle und fir priméare humane CASMC etwa 300
OP/Zelle notwendig, was etwa der 100fachen Virusmenge entspricht, die fur die
Infektion der Linien 293T bzw. 911 notwendig war. Die etwa 1000fache Virusmenge
war mit etwa 2600 OP/Zelle fur die messbare Infektion von mesenchymalen
Stammzellen (MSC) nétig, womit dieser Zelltyp von den getesteten am schlechtesten
zu infizieren war. Die ermittelten Verhaltnisse korrelieren mit den Ergebnissen der

TCID-Bestimmung.

4.1.3 Einfluss von Heparinase auf die HSPG-vermittelte Ad5

Infektion

Das Enzym Heparinase erkennt mit hoher Spezifitit membranstandige HSPG und
spaltet diese. Adenoviren vom C-Typ interagieren Uber die mit Sulfatresten
modifizierten Zuckergruppen dieser Glykoproteine und koénnen (neben dem
.Klassischen® Aufnahmemechansimus der CAR vermittelten Infektion) Zellen
erfolgreich infizieren. Nach Inkubation von insbesondere CAR-defizienten Zellen mit
Heparinase, sollte dieser Infektionsweg spezifisch inhibiert werden und in Form eines
Rickgangs der Reportergenexpression quantifizierbar sein. CHO-Zellen besitzen
kein fir CAR kodierendes Gen, weshalb sich diese Zelllinie besonders eignet, den
Einfluss der HSPG auf die Infektion mit Ad5 zu charakterisieren. Die Zellen wurden 1
h vor Infektion mit dem Enzym Heparinase préainkubiert und anschlielend mit

Verdinnungen von Ad5.Luc infiziert und fir 45 min inkubiert. Als Kontrolle wurden
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Infektionen ohne vorherige Inkubation mit Heparinase durchgeftihrt. Die CHO-Zellen
wurden 24 h vor dem Experiment in 24-Well-Platten ausgeséat und bei etwa 80 %
Konfluenz mit 10 bzw. 0 Units/ml Heparinase in Vollmedium (10 % FKS, 1 %
Pen/Strep) 1 h inkubiert und danach mit Ad5.Luc 45 min infiziert. Der dabei
eingesetzte virale Titer umfasste den Bereich von 625 - 10000 OP/Zelle. Die

Ergebnisse aus 2 unabhangigen Experimenten sind in Abb. 4.3 graphisch dargestellt.

Einfluss von Heparinase auf die Ad5 Infektion von
CHO

2,0E+07 -
1,8E+07
1,6E+07 -
1,4E+07 +—
1,2E407 +—] 010 U/ml
1,0E+07 +— ==

8,0E+06 Eohne Hep
6,0E+06 -
4,0E+06 -
2,0E+06 -
0,0E+00

RLU

10000 OP 5000 OP 2500 OP 1250 OP 625 OP

Abb. 4.3: Einfluss von Heparinase auf die Infizierbarkeit von CAR-defizienten CHO-Zellen mit
Ad5.Luc. Die Zellen wurden Vortags in 24-Well-Platten ausgesét und mit 10 U/ml Heparinase bzw.
ohne Heparinase (Kontrolle) 1 h inkubiert und anschlielend mit Verdinnungen von Ad5.Luc 45 min
infiziert. 48 h pi erfolgte die Messung der Luziferaseaktivitat (RLU).Die dargestellten Ergebnisse sind
die Mittelwerte aus 2 unabhéngigen Experimenten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Prainkubation von CHO-Zellen mit Heparinase zu
einem signifikanten Ruckgang der Transduktionseffizienz fuhrt. Hierbei ist allerdings
eine starke Abh&ngigkeit von der Anzahl der eingesetzten Reporterviren zu
beobachten. Bei Infektion mit hohen Titern (10000 OP/Zelle) unterscheidet sich die
Transduktionseffizienz bei Prainkubation mit Heparinase nicht mehr von der
Transduktionseffizienz vom Kontrollansatz ohne Heparinase. Bei Infektion mit
weniger Viren wird der Einfluss von Heparinase immer deutlicher, bis die
Transduktionseffizienz im Ansatz mit den niedrigsten verwendeten Titern (625
OP/Zelle) nach Prainkubation mit Heparinase nur noch etwa 20 % im Vergleich zur
Kontrolle erreicht.

Wie in Abb. 4.2 dargestellt, sind mesenchymale Stammzellen und glatte
Muskelzellen mit etwa 2600 OP/Zelle bzw. 300 OP/Zelle von allen untersuchten

Zelltypen am schlechtesten zu infizieren. Daher konnte angenommen werden, dass
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RLU

diese Zellen relativ wenige primare Rezeptoren exprimieren und sich ein Einfluss der
Heparinase auf die Infektion in diesen beiden Féllen starker bemerkbar macht als
beispielsweise bei den CAR-exprimierenden Zelllinien 911 bzw. 293T. Die
Experimente mit CHO-Zellen haben gezeigt, dass der Einfluss der Heparinase in
denjenigen Ansatzen am deutlichsten war, die mit weniger Virus inkubiert wurden.
Bezogen auf die ,relative Infizierbarkeit* in Tabelle der Abb. 4.2 entsprachen die 625
bzw. 1250 OP, welche fiur die Infektion von CHO-Zellen eingesetzt wurden, einem
Faktor 5 bzw. 10. Fir die Infektion von CASMC wurden 2000 OP/Zelle eingesetzt,
was in Anlehnung an Abb. 4.2 einem Faktor von etwa 7 entsprach. Fir die Infektion
der MSC wurden 4000 OP/Zelle verwendet, was einem Faktor von etwa 2 entsprach.
CASMC und MSC wurden 48 h vor Versuchsbeginn in 24-Well-Platten ausgesat und
etwa 75 % konfluente Zellrasen in 5 parallelen Versuchsreihen mit 10, 5, 2,5, 1,25
bzw. 0 Units/ml Heparinase in Vollmedium 1 h inkubiert, und anschlie3end mit 2000
bzw. 4000 OP/Zelle Ad5.Luc infiziert und fir 45 min inkubiert. Als Kontrolle wurden
Infektionen ohne vorherige Inkubation mit Heparinase durchgefiihrt. Die Ergebnisse

aus 2 unabhangigen Experimenten sind in Abb. 4.4 graphisch dargestellt.
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Abb. 4.4: Einfluss von Heparinase auf die auf die Infizierbarkeit von Primérzellen mit geringer CAR-
Expression mit Ad5.Luc. CASMC (A) und MSC (B) wurden 48 h vor Infektion in 24-Well-Platten
ausgesat und parallel mit 10, 5, 2,5 und 1,25 U/ml Heparinase fir 1 h inkubiert und anschlie3end mit
Ad5.Luc 1 h infiziert (CASMC: 2000 OP/Zelle; MSC: 4000 OP/Zelle). 48 h pi erfolgte die Messung der
Luziferaseaktivitdit (RLU). Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus 2 unabhangigen
Experimenten.
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Die Prainkubation von CASMC und MSC mit Heparinase fuhrte in beiden Féllen zu
einem signifikanten Riuckgang der Reportergenexpression. Hierbei korrelierte der
Ruckgang der Reportergenexpression mit der Konzentration an Heparinase. Beide
Zelllinien unterschieden sich zwar in den absoluten Lumineszenzwerten um etwa den
Faktor 100, zeigten aber ungeachtet dessen ein nahezu identisches Muster, was den
Einfluss der eingesetzten Heparinase-Konzentrationen von 0 — 10 U/ml auf die
Reportergenexpression betrifft. So fihrte die Inkubation mit 10 U/ml Heparinase bei
CASMC zu einer Reduktion der Reportergenexpression auf etwa 30 % und bei MSC
auf etwa 25 % relativ zur Infektion ohne Prainkubation mit Enzym. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die gentherapeutisch interessanten Zellen CASMC und MSC, trotz ihrer
im Vergleich zu den CAR-positiven Dauerzellen schlechten Infizierbarkeit, HSPG

exprimieren, die von Ad5 zur Infektion genutzt werden.

4.1.4 Kompetitionsexperimente mit [6slichem Knob und Heparin

Im folgenden wurden Kompetitionsexperimente durchgefthrt, in deren Rahmen zum
einen die Zellen mit I6slichem wildtypischen Knob-Protein prainkubiert wurden, um
die freien CAR Bindungsstellen abzusattigen, und zum anderen die Reporterviren mit
dem I6slichen HSPG-Analogon Heparin préainkubiert wurden, um die fur die
Interaktion mit den HSPG verantwortlichen viralen Kapsidstrukturen abzusattigen.
Die verschiedenen Zelllinien wurden in jeweils 4 parallelen Anséatzen
folgendermal3en fur 45 min mit den Reporterviren inkubiert:

e ohne Kompetitioren,

e nur mit Knob-Protein

e nur mit Heparin

¢ in Anwesenheit beider Kompetitoren.
Die fur eine nahezu vollstandige Inhibition der Rezeptorinteraktion notwendigen
Konzentrationen an Knob-Protein und Heparin wurden in entsprechenden
Vorexperimenten ermittelt und diese Parameter auf alle untersuchten Zelllinien
angewendet. Die Zellen wurden 20 min vor Infektion mit 100 pg Knob-Protein pro
Well und die Reporterviren 60 min vor Infektion mit 20 pg/ml Heparin préainkubiert.

Als Reporterviren wurden Ad5.Luc und Ad5.GFP eingesetzt.
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Mit beiden Reporterviren wurden die gleichen Ergebnisse im Hinblick auf den
kompetitiven Effekt von Knob und Heparin erzielt. Es konnte gezeigt werden, dass
beide Rezeptoren im Rahmen des natirlichen Infektionsverlaufes in vitro eine
wesentliche Rolle spielen und in Anwesenheit beider Kompetitoren im Prinzip keine
Infektion mehr stattfindet (Abb. 4.6). Hieraus kann geschlossen werden, dass keine
weiteren primaren Rezeptoren von Ad5 effektiv genutzt werden. Neben dieser
Beobachtung diente das hier etablierte ,2-Komponenten-Kompetitionssystem* als
Basis zur Charakterisierung von Kapsidmodifikationen insbesondere im Rahmen des
Retargetings (siehe 4.3). Mit Hilfe dieses Kompetitionssystems kénnen auch kleine
Effekte auf die Infektiositat durch die Einfihrung kurzer Peptide detektiert werden,
welche bei gleichzeitigem Vorhandensein natirlicher adenoviraler Rezeptoren
moglicherweise nicht detektierbar wéren.

4.1.4.1 Ad5.Luc-Kompetitionsexperimente

Die Zellen wurden am Tag vor dem Experiment in 24-Well-Platten so ausgesat, dass
die Zellrasen zum Zeitpunkt des Experiments eine Konfluenz von etwa 80 % hatten.
Die Infektion erfolgte 45 min in Verdinnungsreihen, die bei allen verwendeten Zellen
von max. Sattigung bis zur Nachweisgrenze, der zur Infektion in Abwesenheit von
Kompetitoren notwendigen Anzahl viraler Partikel, reichte (Abb. 4.5). Die Messung

der Luziferaseaktivitat erfolgte 48 h nach Infektion.

Verdinnungsreihe (1:2)

e OOOOOO
w  OOOOOO
wn OOOOOO
wn (OOOOOO

Abb. 4.5: Aufteilung der Gewebekulturplatten (24-Well) fiir die Kompetitionsexperimente mit
Virusverdiinnungsreihen von Ad5.Luc in An- und Abwesenheit von Kompetitoren. (ohne Kompetition,
Kompetition mit Knob, Kompetition mit Heparin und Kompetition mit Heparin und Knob)
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Zwischen max. Sattigung und der Nachweisgrenze war in jedem Fall mit
zunehmender Virusverdinnung eine lineare Abnahme in der detektierten
Reportergenexpression zu beobachten. Die RLUs derjenigen Anséatze wurde addiert,
die mit zunehmender Virusverdinnung eine solche lineare Abnahme in der
Reportergenexpression zeigten. Exemplarisch sind fir ein entsprechendes
Experiment mit glatten Muskelzellen die Messergebnisse der einzelnen
Verdunnungsstufen im Abschnitt spezielle Methoden 3.9.6 graphisch dargestellt. Die
Summe der RLUs aus den Ansétzen ohne Kompetitoren wurde mit 100 %
gleichgesetzt und die Summe der RLUs aus den Ansatzen mit Kompetitoren darauf
bezogen. In Abb. 4.6 sind die normalisierten Ergebnisse der verschiedenen Zelllinien
in einer Graphik zusammengefasst und im Anhang 7.1V sind die normalisierten
Ergebnisse fir die verschiedenen Zelllinien im Einzelnen aufgelistet. Die
dargestellten Ergebnisse sind die jeweiligen Mittelwerte aus drei unabhangigen

Experimenten.
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Kompetitiver Effekt von Knob und Heparin auf die Ad5.Luc
Infektiositat in-vitro
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Abb. 4.6: Einfluss der Kompetitoren Knob und Heparin auf die Infektion verschiedener Dauerzellen
und Primarzellen mit Ad5.Luc. Die Zellen wurden in 24-Well-Platten ausgesat und in
Verdunnungsreihen mit Ad5.Luc in Gegenwart von Kompetitoren und ohne Kompetitoren fir 45 min
infiziert. 48 h pi erfolgte die Messung der Luziferase-Aktivitat. Die RLUs derjenigen Anséatze wurde
addiert, die mit zunehmender Virusverdinnung eine lineare Abnahme in der Reportergenexpression
zeigen. Die resultierenden RLUs aus den Ansatzen mit Kompetitoren wurden dann durch die RLUs
aus den Ansatzen ohne Kompetitoren dividiert und als Prozent der Reportergenexpression in
Anwesenheit der Kompetitoren dargestellt. Die gezeigten Daten sind das Ergebnis aus 3
unabhangigen Experimenten.
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CHO: Die Anwesenheit von Knob hatte bei diesem CAR-defizienten Zelltyp keinen
Einfluss auf die Effizienz der Infizierbarkeit mit Ad5.Luc. Im Gegensatz dazu flhrte
die Préainkubation der Reporterviren mit Heparin zu einer nahezu vollstandigen
Inhibition der Reportergenexpression von 99 %. Das gleiche Ergebnis ergab die
simultane Kompetition mit Knob und Heparin.

MSC: Die erfolgreiche Infektion dieses Stammzelltyps mit Ad5 war in Gegenwart von
Knob erheblich inhibiert. Die Reportergenexpression sank im Vergleich zur Infektion
ohne Kompetitoren auf etwa 5 %. In Gegenwart von Heparin ging die
Reportergenexpression auf etwa 1 % und in Anwesenheit beider Kompetitoren auf
0,1 - 0,2 % zurlck.

CASMC: Bei einer Infektion primarer humaner glatter Muskelzellen in Anwesenheit
von Knob kam es zu einer Reduktion der Reportergenexpression auf etwa 12 %, im
Vergleich zur Infektion ohne Kompetitoren. In Gegenwart von Heparin ging die
Reportergenexpression auf weniger als 1 % zuriick. Die Verwendung beider
Kompetitoren flhrte auch hier zu einer nahezu vollstindigen Reduktion der
Reportergenexpression im Promillebereich.

AT7r5: Diese permanente Muskelzelllinie aus der Ratte zeigte ein &hnliches Profil im
Kompetitionsverhalten wie primare CASMC. Die Anwesenheit von Knob flihrte zu
einem Rickgang auf etwa 12 % und die Doppelkompetition zu einer nahezu
vollstdndigen Reduktion der Reportergenexpression. Im Unterschied zu CASMC
fuhrte die Kompetition mit Heparin zu einem Rickgang der Reportergenexpression
auf etwa 6 %.

CAEC: Die Infektion primarer Endothelzellen in Anwesenheit von Knob flhrte zu
einer Reduktion der Reportergenexpression auf etwa 18 %. Die Kompetition mit
Heparin fihrte zu einem weniger starken Rickgang auf etwa 55 %. Erst die
Kompetition mit Knob und Heparin zusammen fihrte zu einem Rickgang der
Reportergenexpression auf etwa 3 %.

CAR-exprimierende permanente Zellen: Diese Gruppe zeigte in ihrem
Kompetitionsverhalten ein recht homogenes Bild. Die Anwesenheit von Knob flhrte
zu einem Rlckgang der Reportergenexpression auf etwa 5 % bei 911-Zellen bis 15
% im Falle von Cos7-Zellen. Der Rickgang der Reportergenexpression war dagegen
bei der Kompetition mit Heparin weniger stark ausgepragt und ging auf etwa 60 %
(HEK-Zellen) bis 80 % (911-Zellen) zurtck. Die Anwesenheit beider Kompetitoren
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reduzierte die Reportergenexpression auf etwa 5 % bei Cos7-Zellen bis in den

Promillebereich bei 911-Zellen bzw. HepG2-Zellen.

4.1.4.2 Ad5.GFP-Kompetitionsexperimente

Die Ergebnisse aus den Kompetitionsexperimenten mit Ad5.Luc wurden
exemplarisch mit Ad5.GFP bestatigt. Hierzu wurden 911-Zellen mit einer
Verdunnungsreihe von 3200 OP/Zelle bis 100 OP/Zelle in An- und Abwesenheit der
Kompetitoren 45 min infiziert und die resultierende GFP-Expression 48 h pi

fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet und dokumentiert (Abb. 4.7).

Infektion von 911 mit Verdiinnungsreihe Ad5.GFP +/- Kompetitoren

3200 OP/Zelle 1600 OP/Zelle 800 OP/Zelle 400 OP/Zelle 200 OP/Zelle 100 OP/Zelle

ohne

Heparin
u. Knob

Knob

Heparin

Abb. 4.7: Einfluss der Kompetitoren Knob und Heparin auf die Infektion von 911-Zellen mit
Ad5.GFP. Die Zellen wurden Vortags in 24-Well-Platten ausgesat und mit einer Verdiinnungsreihe von
3200 bis 100 OP/Zelle in Gegenwart von Kompetitoren und ohne Kompetitoren 45 min infiziert. 48 h
pi wurde die GFP-Expression fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Vergréf3erung 40 x.

Die Infektion ohne Kompetition zeigte bei 3200 OP/Zelle einen cytotoxischen Effekt
in Form von Ablosen der adherenten Zellen vom Boden der Wells. Erst ab einer
Partikelzahl zwischen 1600 und 800 exprimierten nahezu alle Zellen GFP ohne
augenfalligen Einfluss auf die Zellmorphologie. Bei einer Partikelzahl von 100
exprimierten noch etwa 15 —20 % der Zellen das Reportergen. Die Ansatze mit
Heparin zeigten das gleiche Expressionsmuster. Die Anwesenheit dieses
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Kompetitors erzeugte kaum einen inhibitorischen Effekt und war vergleichbar mit
dem Ergebnis, welches ohne Kompetitoren erzielt wurde. Dagegen wurde durch die
Kompetition mit Knob die Zahl GFP-positiver Zellen erheblich reduziert. Der 3200
OP/Zelle enthaltende Ansatz entsprach denen mit 100 OP/Zelle aus den Ansétzen
ohne Kompetitoren bzw. in Anwesenheit von Heparin (= Faktor 32). Die gleichzeitige
Kompetition mit Knob und Heparin verstarkte den durch Knob alleine erzeugten
inhibitorischen  Effekt nur noch geringfigig. Die Ergebnisse aus den
Kompetitionsexperimenten mit Ad5.Luc konnten somit mittels Ad5.GFP an der
Zelllinie 911 exemplarisch bestatigt werden.

Als weitere CAR-positive Zelllinie wurden HelLa mit 1000 OP/Zelle in An- und
Abwesenheit von Kompetitoren 45 min infiziert und die resultierende GFP-Expression
nach 48 h fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet und dokumentiert (Abb. 4.8). Bei
Infektion in Abwesenheit von Kompetitoren exprimierten etwa 90 % der Zellen GFP.
In Anwesenheit von Heparin zeigten etwa 50 % der Zellen GFP-Expression. Die
Prasenz von Knob fihrte zu etwa 10 — 15 % und das Vorhandensein beider

Kompetitoren zu weniger als 1 % GFP-positiver Zellen.

Infektion von HeLa mit Ad5.GFP +/- Kompetitoren

Knob

Abb. 4.8: Einfluss der Kompetitoren Knob und Heparin auf die Infektion
von Hela-Zellen mit Ad5.GFP. Die Zellen wurden Vortags in 24-Well-Platten
ausgesat und mit 1000 OP/Zelle in Gegenwart von Kompetitoren und ohne
Kompetitoren 45 min infiziert. 48 h pi wurde die GFP-Expression
fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Linke Spalte: Durchlicht; mittlere
Spalte: Uberlagert; rechte Spalte: Fluoreszenz (GFP-Filter), Belichtung 10
Sek. VergréRerung 40 x.
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Entsprechend wurde die CAR-negative Zelllinie CHO mit 2000 OP/Zelle in An- und
Abwesenheit von Kompetitoren 45 min infiziert und die resultierende GFP-Expression
nach 48 h fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet und dokumentiert (Abb. 4.9). Bei
Infektion in Abwesenheit von Kompetitoren exprimierten etwa 90 % der Zellen GFP.
In Anwesenheit von Heparin zeigten weniger als 1 % der Zellen GFP-Expression. Im

Gegensatz dazu zeigte die Kompetition mit Knob, wie zu erwarten, keinen Effekt.

Infektion von CHO mit Ad5.GFP +/- Kompetitoren

ohne
Komp.

Knob u
Hepari

Knob

Heparin

Abb. 4.9: Einfluss der Kompetitoren Knob und Heparin auf die
Infektion von CHO-Zellen mit Ad5.GFP. Die Zellen wurden
Vortags in 24-Well-Platten ausgesat und mit 2000 OP/Zelle in
Gegenwart von Kompetitoren und ohne Kompetitoren 45 min
infiziert. 48 h pi wurde die GFP-Expression
fluoreszenzmikroskopisch quantifiziert. Linke Spalte: Durchlicht;
mittlere Spalte: Uberlagert; rechte Spalte: Fluoreszenz (GFP-
Filter), Belichtung 10 Sek. Vergrof3erung 10 x.

Somit war es mdglich mittels der beiden Reporterviren Ad5.Luc und Ad5.GFP den
Einfluss von CAR und HSPG auf die Infizierbarkeit in vitro zu dokumentieren. Dabei
konnte demonstriert werden, dass keine effizienten weiteren primaren Rezeptoren
bei den getesteten Zelllinien existieren und ein entsprechend ablatiertes Virus im

Vergleich zum Wildtyp im Prinzip nicht mehr infektios ist.
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4.1.5 Semiquantitative Bestimmung der Ad5 DNA nach

Internalisierung in An- und Abwesenheit von Kompetitoren

Ein wesentlicher Augenmerk dieser Arbeit liegt in der Manipulation der Interaktionen
von Ad5 mit seinen natirlichen Rezeptoren. Die daraus resultierenden
Konsequenzen auf die Infektiositat wurden oben in Form von Messungen der
Reportergenaktivitat erfasst. Die Reportergenexpression im Kern der infizierten Zelle
selbst ist aber das Ergebnis einer Folge von Ereignissen, die der Wechselwirkung mit
den Rezeptoren nachgeschaltet ist und daher von weiteren Faktoren beeinflusst sein
kann. Aus diesem Grund wurde mittels PCR die Menge an Ad5 DNA in den
infizierten Zellen unmittelbar nach Infektion in An- und Abwesenheit von
Kompetitoren bestimmt, um zu klaren ob der Einfluss auf die Reportergenexpression
mit der internalisierten Menge an Ad korreliert.

Hierzu wurden CAR-positive HeLa-Zellen und CAR-negative CHO-Zellen in 24-Well-
Platten ausgeséat und am nachsten Tag bei 80 % Konfluenz mit 2000 OP 20 min mit
Ad5.Luc infiziert. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen, um die nicht
gebundenen Viren weitestgehend zu entfernen. Dann wurden die Zellen trypsiniert
um gebundene, nicht internalisierte Viren zu entfernen und wieder gewaschen. Die
Zellen wurden durch mehrmaliges einfrieren und auftauen aufgeschlossen und die
Uberstande als Template in einer PCR eingesetzt. Mit Fiber-spezifischen Primern,
die ein etwa 350 bp-Fragment des Fibergens amplifizieren und Kontrollprimern, die
ein etwa 1,2 kb-Fragment auf dem humanen X-Chromosom amplifizieren bzw. ein
etwa 800 bp-Fragment aus der chromosomalen DNA von CHO-Zellen amplifizieren,
wurde der DNA-Gehalt bestimmt (3.9.5). Bei chromosomaler HeLa-DNA als auch bei
chromosomaler CHO-DNA zeigen die Kontrollbanden in etwa die gleiche Intensitat,
was fur eine gleiche Anzahl jeweils eingesetzter Zellen spricht (Abb. 4.10).
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Abb. 4.10: Quantifizierung von Ad-DNA unmittelbar nach Internalisierung in An- und Abwesenheit
von Kompetitoren in HeLa-Zellen (A) und CHO-Zellen (B). Nach 20 min Inkubation mit 1000 OP/Zelle
Ad5.Luc wurden die Zellen gewaschen, trypsiniert, anschlieBend aufgeschlossen und der DNA-
Gehalt im US mittels PCR bestimmt. Hierzu wurden Fiber-spezifische Primer, die ein etwa 350 bp-
Fragment amplifizieren und Kontrollprimer, die ein etwa 1,3 kb-Fragment vom humanen X-
Chromosom (in A) bzw. ein etwa 900 bp-Fragment vom Genom von CHO-Zellen amplifizieren (in B),
eingesetzt. Dargestellt sind die entsprechenden Banden im 1 % Agarosegel. A: (M) 100 bp Ladder+; (-
) ohne Kompetitoren; (K) Kompetition mit Knob; (H) Kompetition mit Heparin; (K+H) Kompetition mit
Knob und Heparin; (C-) Kontrolle zu -; (CK) Kontrolle zu K; (CH) Kontrolle zu H; (CK+H) Kontrolle zu
K+H. B: (M) 100 bp Ladder+; (-) ohne Kompetitoren; (H) Kompetition mit Heparin; (C-) Kontrolle zu -;
(CH) Kontrolle zu H.

Wie erwartet war der adenovirale DNA-Gehalt in HeLa-Zellen und CHO-Zellen in den
Ansétzen am grol3ten, die in Abwesenheit von Kompetitoren infiziert wurden.

Die Infektion von HelLa-Zellen in Anwesenheit von Heparin flhrte zu einer Abnahme
der Virus-DNA in den Zellen, die im Hinblick auf die Banden-Intensitat etwa einem
Faktor 2 entsprach. Dies entsprache einem Riickgang der Transduktionseffizienz von
HeLa-Zellen bei Inhibition der HSPG-Interaktion von etwa 50 %. Im Vergleich dazu
war die auf Knob-Kompetition zuriickgehende Bande deutlich schwacher und sehr
schwach war die auf Doppel-Kompetition basierende Bande.

Im Falle von CHO-Zellen wurden nur zwei Ansatze mit und ohne Heparin untersucht,
da die Infektion dieses Zelltyps, wie bereits gezeigt wurde, nicht mit Knob inhibierbar
ist. Die Infektion in Abwesenheit von Heparin resultierte in einer deutlichen Fiber-
spezifischen Bande, die aber weniger intensiv war als die entsprechende Bande aus

dem Ansatz mit HeLa-Zellen. Die Anwesenheit von Heparin resultierte in einer sehr
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schwachen, fast nicht mehr sichtbaren Fiber-spezifischen Bande. Eine signifikante
unspezifische, nicht Uber die Reportergenquantifizierung erfassbare Virusaufnahme

konnte nicht festgestellt werden.

4.2 Modifikation von Kontaktaminosauren fur die Interaktion mit

CAR innerhalb der Knobdoméne (Detargeting)

Der Einsatz von Ad5 als spezifischer Vektor in der Gentherapie wird durch die
ubiquitare Prasenz der priméren Rezeptoren limitiert. Daher ist es im Rahmen des
Vektordesigns eine zwingende Voraussetzung, die damit verbundene unspezifische
Virusaufnahme zu inhibieren bzw. durch Modifikation der Interaktionsbereiche
weitestgehend aufzuheben (Detargeting). Die Affinitdt der Knobdomane von Ad5 zu
CAR wird durch den Austausch verschiedener Aminosauren unterschiedlich stark
herabgesetzt. Es wurden hier verschiedene Kombinationen von Aminoséaure-
Austauschen mit dem Ziel vorgenommen, diejenige Kombination zu identifizieren,
welche die Affinitdat zu CAR am weitest gehenden verloren hat. Hierzu wurden die
Modifikationen zunachst mittels zielgerichteter Mutagenese in die l6sliche Form des
Knob-Proteins eingefiihrt und in Kompetitionsexperimenten mit den kompetitiven
Eigenschaften der wildtypischen Form des I6slichen Knob-Proteins in vitro
verglichen. Im nachsten Schritt wurden ausgewahlte Kombinationen an Austauschen
in Fibern von Reporterviren eingefugt und die Infektiositat dieser modifizierten Viren

mit der von Reporterviren mit wildtypischen Fibern verglichen.

4.2.1 Kompetitionsexperimente mit modifiziertem l6slichen Knob-

Protein

In den Kompetitionsxperimenten im Abschnitt 4.1 wurde I6sliches wildtypisches
Knob-Protein als Kompetitor der CAR-vermittelten Infektion von Ad5 verwendet.
Mittels zielgerichteter Mutagenese wurden verschiedene Knobmutanten generiert,
die sich in Anzahl und Kombination der Aminosdure-Austausche unterschieden. Die
rekombinanten Knob-Proteine wurden bakteriell exprimiert und mittels Nickel-NTA

uber einen N-terminal exprimierten HisTag aufgereinigt. Die Integritat der
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homotrimeren Struktur der modifizierten Knob-Proteine wurde mittels SDS-PAGE
Uberpruft. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein Austausch von bis zu 6
Aminosauren moglich ist, ohne die spontane Ausbildung der homotrimeren Form zu
storen (siehe 3.6.2). Dagegen zeigten die Ergebnisse meiner Diplomarbeit 2003,
dass sich die Deletion einzelner Aminosauren wie V441 oder K442 negativ auf die
Trimerisierung auswirkt, da die Monomere der Fibern nicht in die Kapside wahrend
des Assemblierung inkorporiert werden. Aus diesem Grund wurden hier anstelle der
Deletion, diese Aminoséuren gegen solche mit anderen Eigenschaften ausgetauscht.
In Abb. 4.11 sind die trimersisierenden Knobmutanten aufgelistet. Die Benennung
erfolgte nach den modifizierten Aminosauren und entspricht der 1-Buchstaben-

Nomenklatur.

Knobmutante |Modifikationen

SP S408E/P409A

SV S408E/V441T

SK S408E/K442E

\Y \VA41T

VK \V4411/K442D

SKL S408E/K442E/L485K

SVK S408E/V4411/K442D

SVY S408E/V441T/Y4TTA

SPV S408E/P409A/NV441T

SPK S408E/P409A/K442E

SPVK S408E/P409A/V4411/K442D

SPKL S408E/P409A/K442E/L485K

SPYL S408E/P409A/YA77A/LAB5K

SKYL S408E/K442E/YATTA/LA8B5K

SVYL S408E/V441T/Y477A/L485K
SVKYL S408E/V4411/K442D/YA77A/L485K
SPVKY S408E/P409A/NV4411/KA442DYIATTA
SPKYL S408E/P409A/K442E/YAT77A/LA85K
SPVYL S408E/P409A/NV441T/YAT77A/L485K

Abb. 4.11: Auflistung der generierten trimerisierenden
Knobmutanten in tabellarischer Form.

Im Rahmen der Kompetitionsexperimente wurden HelLa-Zellen Vortags in 24-Well-
Platten ausgesat und bei etwa 80 % Konfluenz je Well mit 100 pg/250 pl der

verschiedenen Knobmutanten 20 min inkubiert und anschlieRend mit 5000 OP/Zelle
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45 min mit Ad5.Luc infiziert. Die Messung der Reportergenexpression erfolgte 48 h
nach Infektion am Luminometer. Die aus den Kompetitionsexperimenten
resultierenden RLUs wurden auf eine Infektion mit Ad5.Luc normalisiert, welche mit
der SP-Knobmutante kompetiert wurde. Eine Kompetition mit SP-Knob entspricht
dabei 100%. Die SP-Mutante wurde auf Grundlage der Ergebnisse meiner
Diplomarbeit 2003 als Bezugsgrolie verwendet, weil diese Kombination, von den dort
getesteten, die Interaktion mit CAR am weitestgehenden herabsetzte. In Abb. 4.12
sind die normalisierten Ergebnisse dargestellt.

Kompetition der Ad5.Luc Infektion von HeLa durch
Knobmutanten
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Abb. 4.12: Die Abbildung zeigt das Ergebnis von zwei Kompetitionsexperimenten mit Wildtyp-Knob
und Knobmutanten auf HeLa-Zellen. Die Kompeptition erfolgte mit 100 pg Knob-Protein/Well und die
Infektion mit Reportervirus mit 5000 OP. Auf der X-Achse sind die verschiedenen Knob-Proteine
angegeben. Die jeweiligen Bezeichnungen entsprechen den eingefiigten Mutationen. Die
dargestellten Balken sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Versuchsansatzen. Die Werte wurden
alle auf die Kompetition mit der SP-Mutante normalisiert, welche auf 100 % gesetzt wurde. Die
Standardabweichung ist angegeben. Die Y-Achse zeigt die im Luminometer gemessenen RLU-Werte.

Der Hintergrund dieses experimentellen Ansatzes beruht auf der Tatsache, dass
l6sliches wildtypisches Knob mit hoher Affinitdt CAR-Bindungsstellen erkennt und
diese blockiert, wodurch die Transduktionseffizienz bei Verwendung entsprechend
hoher Titer nach anschlielender Exposition mit Reporterviren weitestgehend
herhabgesetzt wird. Modifikationen in Kontaktbereichen reduzieren die Affinitat zu
CAR, und entsprechend geringer wirkt sich der kompetitive Effekt auf die

Transduktionseffizienz aus. Daher hat diejenige Modifikation den gréf3ten Einfluss auf
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die CAR-Interaktion im Rahmen eines Kompetitionsexperiments, welche in der
hochsten Reportergenexpression resultiert. Im Bezug auf die als Referenz
verwendete SP-Mutante nehmen daher Kombinationen, die eine noch geringere
Affinitdt zu CAR zeigen einen Wert tber 100 % an und Kombinationen, die eine
starkere Affinitat zu CAR zeigen, einen Wert unter 100 % an. Hiernach zeigte die
Mehrzahl der Kombinationsmutanten einen vergleichbaren kompetitiven Effekt auf
die Interaktion mit CAR wie die SP-Mutante. Erst die Kompetition mit den
Mehrfachmutanten SPVK, SPVKY, SPKYL und SPVYL flhrte zu einer moderaten
Steigerung der Reportergenaktivitat im Vergleich zu SP auf maximal 120 %. Einen
Ruckgang der Reportergenaktivitat war im Fall der Knobmutanten V und VK zu
beobachten. Die Kompetition mit VK fihrte zu einem Ruckgang der
Reportergenaktivitat auf etwa 80 % und im Falle der V-Mutante zu einem Rickgang
auf etwa 10 %. Die singulare Modifikation V441T hatte demnach im Prinzip keinen
Einfluss auf die Affinitat der Knobdoméne zu CAR und kompetierte mit einer
vergleichbaren Effizienz wie wildtypisches Knob die Infektion von HeLa-Zellen.

Im Ergebnis weisen die Daten darauf hin, dass durch die Einfihrung zusatzlicher
Modifikationen, Uber SP hinaus, die Affinitdt zu CAR moderat weiter herabgesetzt
wird. Daher wurden im Weiteren einige Kombinationen an Austauschen im Kontext

modifizierter Viren untersucht.

4.2.2 Herstellung von detargeted Ad5.GFP.AF/F® in einem

transienten Transfektions- und Infektionssystem

Im nachsten Schritt wurde eine Auswahl der auf der Ebene der loslichen Knob-
Proteine analysierten Kombinationen an Aminosaure-Modifikationen im Kontext
viraler Partikel untersucht: ,WT*, SP, V, SPVK, SPKL, SPYL, SVYL, SVKYL,
SPVKY, SPKYL, SPVYL. Hierzu wurden genomisch fiberlose Reporterviren
(Ad5.GFP.AF/F') in einem etablierten transienten Transfektions- und
Infektionssystem mit den modifizierten Fibern ausgestattet (3.7.2.2). Die Viren
wurden hinsichtlich der Effizienz des Einbaus der modifizierten Fibermolekuile
charakterisiert. Mittels Westernblot-Analyse konnte gezeigt werden, dass alle

generierten detargeted Ad5.GFP.AF mit modifizierten trimeren Fibern ausgestattet
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waren. Hierzu wurden die Viren in Ladepuffer ohne SDS und ohne -
Mercaptoethanol im Polyacrylamidgel (ohne SDS) aufgetrennt, wobei der Laufpuffer
SDS enthielt. Unter diesen semidenaturierenden Bedingungen war es mdoglich die
trimere Form der Fiberproteine (180 kDa) als Banden darzustellen (Abb. 4.13). Die
Intensitdten der entsprechenden Banden der pseudogetypten Viren unterschieden
sich nicht von der genotypisch mit einem Fibergen ausgestatteten Kontrolle Ad5.Luc.
Hieraus kann geschlossen werden, dass die trans-Komplementation im transienten
System zu einem effizienten Einbau der modifizierten Fibern gefihrt hat und die
gewdahlten Modifikationen nicht die Trimerisierung inhibieren. Um allerdings die
Effizienz des Einbau der Fibern genau quantifizieren zu kénnen, wurde der Gehalt an
Fibern im Kapsid mit dem Gehalt an Hexon verglichen. Zum einen tragen die
generierten Viren genomisch ein Hexon-Gen und zum anderen ist das Hexon die
Hauptstrukturkomponente des Kapsids, weshalb davon ausgegangen werden kann,
dass deren Anzahl pro Partikel immer relativ konstant ist. Auf der anderen Seite ist
die Prasenz gentgender Fibern keine Voraussetzung fur die Assemblierung, da das
Fehlen von Fibern die Assemblierung weder qualitativ noch quantitativ stort. Um
daher mdgliche Effekte, die durch einen ungeniigenden Einbau von Fibern
verursacht werden ausschlieBen zu kodnnen, war es deshalb notwendig die
generierten pseudogetypten Viren neben der qualitativen Charakterisierung mittels

Westernblot-Analyse auch quantitativ zu analysieren.
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Abb. 4.13: Darstellung der Banden der adenoviralen Fibern in ihrer trimeren Form im Westernblot.
Die im transienten Transfektions- und Infektionssystem generierten pseudogetypten Ad5.GFP.AF/F*
wurden zusammen mit der Kontrolle Ad5.Luc hinsichtlich der Effizienz des Einbaus der Fibern
analysiert. Je Spur wurden 1x10Expl0 OP im 10 % SDS-Gel unter seminativen Bedingungen
aufgetrennt, auf PVDF-Membran geblottet und mit einem die homotrimere Struktur der Fiber
erkennenden Maus-Ascides Antikdrper inkubiert. A: (1) AdS5.Luc; (2) Ad5.GFP.AF/WT; (3)
Ad5.GFP.AF/SP; (4) Ad5.GFP.4F/V; (5) Ad5.GFP.AF/SPVK; (6) Ad5.GFP.AF/SPKL; (7)
Ad5.GFP.AF/SPYL; (8) Ad5.GFP.AF/SVYL; (9) Ad5.GFP.AF/SVKYL,; (10) Ad5.GFP.AF/SPVKY. B: (1)
Ad5.Luc; (2) Ad5.GFP.AF/WT; (3) Ad5.GFP.AF/SPKYL; (4) Ad5.GFP.AF/SPVYL. Marker (M): Page
Ruler. Expostion: 1 min.

Die Effizienz des Einbaus der modifizierten Fibern in Ad5.GFP.AF wurde mittels
ELISA quantifiziert (3.7.5.3). Die viralen Partikel wurden an Maxisorb-Platten
gebunden und zunéchst parallel mit Fiber- bzw. Hexon-spezifischen Maus-
Antikérpern inkubiert und anschlieBend mit einem Maus-spezifischem HRP
gekoppeltem Zweitantikérper. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in Abb. 4.14
dargestellt. Fir jede Praparation wurde dann aus den Signalwerten von Fiber und
Hexon der Ratio gebildet und die Anteiligkeit der beiden Strukturkomponenten
verglichen (Abb. 4.15). Mittels ELISA konnte so gezeigt werden, dass die auf der
Grundlage von Ad5.GFP.AF/F" generierten genomisch fiberlosen Viren ein gleiches
Verhaltnis von Fiber zu Hexon aufweisen wie das Fiber-codierende Virus Ad5.Luc.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Modifikationen im Rahmen des
Detargeting den Einbau der Fibern in die Kapside wahrend der Assemblierung nicht
inhibieren, die Fibern effizient eingebaut werden und von daher die Qualitat der
Infektion nicht auf mdglicherweise ungenigende Ausstattung mit Fibermolekilen

zurUckzufuhren ist.
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ELISA: Effizienz des Einbaus von Fibern vs. Hexon
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Abb. 4.14: Quantifizierung des Einbaus der Fibern in Ad5.GFP.AF im transienten Transfektions-
und Infektionssystem mittels ELISA. Die Viren wurden an Maxisorb-Platten gebunden und in
parallelen Anséatzen der Gehalt an Fiber und Hexon der einzelnen Pré&parationen bestimmt. Als
Kontrolle zu den genomisch fiberlosen Viren wurde das die Fiber kodierende Virus Ad5.Luc
verwendet. Fir den Nachweis der Fiber wurden 1,25x10Exp9 OP/Well verwendet und fur den
Nachweis des Hexons 5x10Exp8 OP/Well. In A sind die Mittelwerte der Extinktion aus 3
unabhangigen Experimenten mit doppelten Ansatzen gezeigt. Die Standardabweichung ist
angegeben.
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Abb. 4.15: Darstellung des Verhaltnisses Fiber vs. Hexon als Quotienten. In der Graphik ist der
Ratio des Kontrollvirus als olivgriiner Balken hervorgehoben.
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4.2.3 Infektionsexperimente mit detargeted Ad5.GFP.AF/F"

Der Einfluss der Modifikationen im Rahmen des Detargetings auf die CAR-vermittelte
Infektion wurde in Infektionsexperimenten in An- und Abwesenheit von Heparin
charakterisiert. Hierzu wurden HelLa-Zellen mit 10.000 OP/Zelle und CHO-Zellen mit
25.000 OP/Zelle 45 min infiziert und 48 h spater fluoreszenzmikroskopisch auf GFP-
Expression hin untersucht. Hierzu wurden die Zellrasen trypsiniert und die
vereinzelten Zellen in der Neubauer Zahlkammer unter Fluoreszenzlicht quantifiziert
(3.9.1).

4.2.3.1 Infizierbarkeit von CAR-positiven HeLa-Zellen

Die Infektion von HelLa-Zellen mit Ad5.GFP.AF/WT fihrte in Abwesenheit von
Heparin zu etwa 85 % an GFP-exprimierenden Zellen. In Anwesenheit von Heparin
waren nur etwa 50 % der Zellen GFP-positiv. Innerhalb der Gruppe der detargeted
Viren zeigte die Modifikation V441T den geringsten Effekt auf die Affinitat zu CAR. In
Abwesenheit von Heparin wurden etwa 60 % GFP-positive Zellen gezahlt und in
Anwesenheit des Kompetitors noch 30 %. Die weiteren, kombinierten Austausche,
die alle den Austausch der Aminosaure S408E gemeinsam hatten, zeigten ein relativ
einheitliches Infektionsmuster. In Abwesenheit von Heparin waren diese modifizierten
Viren nur noch in der Lage in etwa 10 % der Zellen GFP zu exprimieren. In
Anwesenheit des Kompetitors waren nur noch weniger als 1 % der Zellen GFP-
positiv Abb. 4.16. Die Infektiositat dieser detargeted Viren war somit im Vergleich zu
Viren mit wildtypischer Fiber erheblich herabgesetzt und die verbleibende Infektiositét
stand alleine im Zusammenhang mit den HSPG. Dieser Sachverhalt wird durch die
Aufnahmen im GFP-Filter in Abb. 4.17 verdeutlicht. Die Aufnahmen zeigen
exemplarisch die GFP-Expression von HelLa-Zellen nach Infektion mit Ad5.GFP.AF,
pseudogetypt mit wildtypischer bzw. V-, SP- und SPKYL-modifizierten Fibern, in An-
und Abwesenheit von Heparin. Die Modifikation V441T fihrte im Vergleich zum WT
nur zu einem geringen Rickgang der Anzahl GFP-exprimierender Zellen, wéhrend
die Modifikationen SP und SPKYL zu einen erheblichen Rickgang der GFP-
Expression fuhrten. Hierbei unterscheiden sich die Doppel- und Funffachmutante
nicht. Die Kompetition mit Heparin zeigte bei WT und V nur einem geringen Effekt, da
in beiden Fallen noch eine effektive Infektion Gber CAR moglich war. Dagegen wirkte
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sich Heparin auf die Infektion der SP- und SPKYL-modifizierten Viren starker aus.
Waren in Abwesenheit von Heparin noch etwa 10 % der Zellen GFP-positiv,

reduzierte sich die Anzahl auf wenige Zellen in Anwesenheit von Heparin.

Infektion von HeLa mit detargeted Ad5
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Abb. 4.16: Einfluss der Modifikationen von Kontaktaminosauren auf die CAR-vermittelte Infektion
von Hela-Zellen. Die auf der Basis von Ad5.GFP.AF/F" generierten Viren mit wildtypischen bzw.
modifizierten Fibern wurden mit 10.000 OP/Zelle in An- u. Abwesenheit von Heparin 45 min inkubiert
und die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen nach 48 h quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-
positiven Zellen ist in % angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhéangigen
Experimenten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Infektion von HelLa mit detargeted Ad5.GFP.<d>F/F

ohne Heparin

mit Heparin

Abb. 4.17: Aufnahmen GFP-exprimierender Hela-Zellen nach Infektion mit Ad5.GFP.AF,
pseudogetypt mit wildtypischen, V-, SP- bzw. SPKYL-modifizierten Fibern in An- u. Abwesenheit von
Heparin. Die Virusinkubation erfolgte 45 min mit 10.000 OP/Zelle. Dargestellt sind in der linken Halfte
der Abbildung Aufnahmen von Ansétzen die ohne Heparin inkubiert wurden und in der rechten Halfte
die entsprechenden mit Heparin prainkubierten Anséatze. Je ein Durchlichtbild (links), ein Uberlagertes
Bild (Mitte) und eine Aufnahme im GFP-Kanal (rechts). Die Bilder wurden 48 h nach Infektion mit
einem Zeiss Axiovert 200-Mikroskop aufgenommen. Belichtung im GFP-Filter 5 Sek; Vergro3erung:
40x.

4.2.3.2 Infizierbarkeit von CAR-negativen CHO-Zellen

Um zu klaren, in wie weit der auf CAR-positiven HeLa-Zellen beobachtete Rickgang
der Infektiositdt im Rahmen des Detargetings im Zusammenhang mit der CAR-
Interaktion steht, wurden mit CAR-defizienten CHO-Zellen die Experimente
wiederholt. Im Unterschied zu den Experimenten mit HeLa-Zellen wurde zum einen
anstelle von SPKYL, das SPVKY-modifizierte Virus eingesetzt und zum anderen mit
25.000 OP/Zzelle infiziert.

Im Gegensatz zu HelLa-Zellen unterschied sich die Infektiositdt des mit einer
wildtypischen Fiber ausgestatteten Virus nicht von der modifizierter Viren. In allen
Fallen lag der Anteil GFP-positiver Zellen in einem Bereich von 75 — 80 % und in
Anwesenheit von Heparin zeigten nur noch vereinzelte Zellen eine GFP-Expression
(Abb. 4.18 und 4.19).
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Infektion von CHO mit detargeted Ad5
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Abb. 4.18: Einfluss der Modifikationen von Kontaktaminosauren auf die Infektion von CAR-
defizienten CHO-Zellen. Die auf der Basis von Ad5.GFP.AF/F’ generierten Viren mit
wildtypischen bzw. modifizierten Fibern wurden mit 25.000 OP/Zelle in An- u. Abwesenheit
von Heparin 45 min inkubiert und die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen nach 48 h
quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-positiven Zellen ist in % angegeben. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus 3 unabhéangigen Experimenten. Die Standardabweichung ist angegeben.

Infektion von CHO mit detargeted Ad5.GFP.<d>F/F
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Abb. 4.19: Aufnahmen GFP-exprimierender CHO-Zellen nach Infektion mit Ad5.GFP.AF,
pseudogetypt mit wildtypischen, V-, SP- bzw. SPKYL-modifizierten Fibern in An- u. Abwesenheit von
Heparin. Die Virusinkubation erfolgte 45 min mit 25.000 OP/Zelle. Dargestellt sind in der linken Halfte
der Abbildung Aufnahmen von Ansétzen die ohne Heparin inkubiert wurden und in der rechten Halfte
die entsprechenden Anséatze die mit Heparin prainkubiert wurden: je ein Durchlichtbild (links), ein
Uberlagertes Bild (Mitte) und eine Aufnahme im GFP-Kanal (rechts). Die Bilder wurden 48 h nach
Infektion mit einem Zeiss Axiovert 200-Mikroskop aufgenommen. Belichtung im GFP-Filter 5 Sek;
VergréRerung: 40x.
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4.3 Retargeting

Die fur die Interaktion mit CAR verantwortlichen Aminoséuren sind in der
Knobdomaéne der distalen Fiberprojektion lokalisiert. Innerhalb der Knobdomane hat
sich der HI-Loop als potentieller Ort fir das Einfugen kurzer Peptide erwiesen, der es
gestattet den Tropismus von Ad5 gegeniuber Rezeptoren zu erhéhen, die fur einen
gewinschten Zielzelltypus spezifisch sind (Retargeting). Das Einfiigen solcher
Peptide kann sich negativ auf die Fahigkeit der Fibern auswirken, spontan
funktionelle Homotrimere auszubilden. Neben dem Einfliigen von Peptiden in den HI-
Loop der Knobdoméne ist es fur ein spezifisches Vektordesign notwendig, das
Retargeting mit der Ablation der Interaktion mit CAR zu kombinieren. Im Rahmen
des Detargetings hat sich gezeigt, dass die Interaktion mit CAR durch die
Modifikation S408E/P409A weitestgehend eliminiert wurde. Die zusatzliche
Modifikation weiterer Kontakt-Aminosauren fuhrte zu keiner weiteren Verstarkung
dieses Effekts. Daher erfolgte das Retargeting auf der Basis eines SP-modifizierten

Fiberproteins.

4.3.1 Inkorporation von publizierten Peptiden und von Peptiden mit
potentieller Spezifitat fur Glatte Muskelzellen in den HI-Loop

der SP-modifizierten Fiber

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide mit einer potentiellen Spezifitat fir humane
koronale arterielle Glatte Muskelzellen (CASMC) in den HI-Loop zwischen die
Aminosauren T542 und G543 kloniert. Diese Peptide wurden mittels der Technik des
Phage Display identifiziert. Hierzu wurde eine lineare 12mer fd-Phagenbibliothek mit
humanen koronalen arteriellen Endothelzellen (CAEC) prainkubiert, die im Uberstand
verbliebene Phagenfraktion mit Glatten Muskelzellen inkubiert und von der
internalisierten Phagenfraktion die Nukleotid- und Peptidsequenz bestimmt (Die
Phage Display-Arbeiten wurden im Labor Petersen von Dr. Pamela Okun und Rabea
Matlouthi durchgefiihrt). Die Sequenzen der entsprechenden Peptide sind in Abb.
4.20 aufgelistet. Daneben wurden die publizierten Sequenzen eines fur vaskulare
Glatte Muskelzellen spezifischen Epitops (Michon et al., 2002), eines fur vaskulare
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Endothelzellen spezifisches Epitop und eines Peptids mit einem RGD-Motiv in den

HI-Loop des SP-modifizierten Fibergens kloniert.

Retargeting: Peptidsequenzen in HI-Loop
Name Aminosauren
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Abb. 4.20: Auflistung der Peptide die im Rahmen des Retargetings
in den HI-Loop des SP-modifizierten Fibergens kloniert und exprimiert
wurden. Die Benennung der Aminosauren erfolgte nach dem 1-
Buchstaben-Kode; die Ladungseigenschaften der Aminosduren sind
farbig hervorgehoben.

4.3.2 Herstellung von retargeted Ad5.GFP.AF/F"

Im transienten Transfektions- und Infektionssystem wurden die modifizierten Fibern
exprimiert und die Effizienz des Einbaus der trimeren Fibern in das Kapsid von Ad5
analysiert. Hierzu wurden je 5x10Exp9 OP unter seminativen Bedingungen im SDS-
Gel aufgetrennt, auf PVDF-Membranen transferiert und die trimeren Fibern mit einem
nur das Trimer erkennenden Antikorper detektiert (Abb. 4.21). Dabei konnte gezeigt
werden, dass es mit Ausnahme des VSMC-spezifischen Epitopes in jedem Fall zu

einem effektiven Einbau der modifizierten trimeren Fibern gekommen ist.
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Abb. 4.21: Nachweis der im Retargeting generierten Fiberproteine. Je 5x10Exp9 OP wurden
unter seminativen Bedingungen in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf PVDF-Membranen
transferiert. Der Nachweis der trimeren Fiber erfolgte mittels monoklonalem Maus o-Fiber AK
8C2.2.. (A): WT, SP, SP-A, SP-B SP-C, SP-D, SP-E, SP-F, SP-H, SP-J; (B): WT, SP-EC, SP-
VSMC, SP-RGD; (C): WT, SP, SP-K, SP-M, SP-N, SP-O, SP-Q, SP-S. Marker (M): Page Ruler
(Belichtung: 2 min)

Die Effizienz des Einbaus der Fibern in das Kapsid wurde wie in Abschnitt 4.2.2
mittels ELISA quantifiziert (Abb. 4.22). Als Kontrollen diente das genomisch mit
einem Fibergen ausgestattete Virus Ad5.Luc und ein sowohl genotypisch wie auch
phanotypisch fiberloses Virus (siehe 3.7.2.2). Der Fiber-spezifische Antikorper
erzeugte unter den gewahlten experimentellen Bedingungen bei fast allen
untersuchten Viruspraparationen ein starkeres Signal als der Antikorper gegen das
Hexon (Ausnahme: fiberloses Virus und die Ad-Variante SP-VSMC). Fir jede
Viruspraparation wurden die Ratio aus den Messwerten der Ansatze mit Fiber-
spezifischem und Hexon-spezifischem Antikorper gebildet und ist in Abb. 4.23
dargestellt. Der Balken fur das Verhéltnis Fiber zu Hexon des fiberlosen Virus ist
schwarz hervorgehoben, die Messwerte entsprechen dem Hintergrund. Das
Verhéltnis der Messwerte von Fiber zu Hexon lag bei den Ad-Varianten, mit
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Ausnahme von SP-VSMC, in einem Bereich von etwa 1,4 bis 2,1. Der Ratio des
Kontrollvirus Ad5.Luc betrug etwa 1,6 und daher konnte davon ausgegangen
werden, dass der Einbau der modifizierten Fibern im transienten System &hnlich
effizient war wie bei Ad5.Luc. Die Ad-Variante SP-VSMC unterschied sich mit einer
Ratio von etwa 0,6 nur geringfligig von der Ratio von 0,35 der fiberlosen Viren. Die
Inkorporation von trimeren Fibern mit entsprechender SP-VSMC Modifikation verlief
daher sehr ineffizient (siehe 5.3). Aus diesem Grund wurden diese Viren nicht fur die

anschlieBenden Infektionsexperimente verwendet.

ELISA: Effizienz des Einbaus von Fiber vs. Hexon bei Ad-Varianten
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Abb. 4.22: Quantifizierung des Einbaus der Fibern in Ad5.GFP.AF im transienten Transfektions-
und Infektionssystem mittels ELISA. Die Viren wurden an Maxisorb-Platten gebunden und in
parallelen Ansatzen der Gehalt an Fiber und Hexon der einzelnen Préaparationen bestimmt. Als
Kontrolle zu den genomisch fiberlosen Viren wurde das die Fiber kodierende Virus Ad5.Luc
verwendet. Fir den Nachweis der Fiber wurden 1,25x10Exp9 OP/Well verwendet und fur den
Nachweis des Hexons 5x10Exp8 OP/Well. Dargestellt sind die Mittelwerte der Extinktion aus 3
unabhangigen Experimenten mit doppelten Ansétzen. Die Standardabweichung ist angegeben.
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Abb. 4.23: Darstellung des Verhéltnisses Fiber vs. Hexon als Quotienten. In der Graphik ist
der Ratio des Kontrollvirus als olivgriiner Balken hervorgehoben. Der Ration des fiberlosen
Virus entspricht dem Hintergrund. Der Ratio von SP-VSMC (rot hervorgehoben) unterscheidet
sich im Vergleich zu den anderen Viruspraparationen nur geringfiigig vom Hintergrund.

4.3.3 Infektions- und Kompetitionsexperimente mit Ad5.GFP.AF/F"

Der Einfluss der in den HI-Loop eingeflugten Peptide auf die Infektiositat der
pseudogetypten Viren wurde in Infektionsexperimenten in Anwesenheit von
Kompetitoren auf verschiedenen Zelllinien untersucht. Die im Folgenden
dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus 3 unabh&ngigen Experimenten. Die
einzelnen Experimente wurden in doppelten Ansatzen in 24-Well-Platten mit etwa 80
% konfluentem Zellrasen durchgefuhrt. Die Quantifikation der GFP-positiven Zellen
erfolgte nach 48 h fluoreszenzmikroskopisch. Dazu wurden wie in Abschnitt 4.2.3 die
Zellen mit Trypsin-EDTA behandelt und unter Fluoreszenzlicht in der Neubauer
Zahlkammer ausgezabhilt.
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4.3.3.1 Infektion von CHO-Zellen

Die Infektion erfolgte fiir 45 min mit 25.000 OP/Zelle nach Préainkubation der Viren mit
Heparin. Wie in 4.2.2.1 waren weder das mit wildtypischer Fiber ausgestattete Virus
noch das SP-modifizierte Virus in der Lage mehr als 1 % der Zellen erfolgreich zu
infizieren. Von der Gruppe der Ad-Varianten wurden nach Inkubation mit SP-H und
SP-RGD etwa 2,5 bzw. 3,75 % GFP-positiver Zellen gezahlt. Alle weiteren Ad-
Varianten lagen mit einer Effizienz von 1 % im Bereich der beiden Kontrollen mit
wildtypischer bzw. SP-modifizierter Fiber. Allein das Peptid RIRKICNAHDGE von SP-
H und das RGD-Motiv in SP-RGD zu einer geringen Steigerung der Infektiositat. Die
Ergebnisse fur die Infektionsexperimente mit CHO-Zellen sind in Abb. 4.24 graphisch

zusammengefasst.

Infizierbarkeit von CHO mit Ad-Varianten in Gegenwart von
Heparin

10,0 -

% GFP-positiver Zellen

EH

10 % == == ==
Ao BB ELEEAe HEa
/\QVQOOQ/QQ\S{—QéOQ@OO
A A A A O L S
)

Abb. 4.24: De- und Retargeting: Einfluss der in den HI-Loop der Ad-Varianten inkorporierten
Peptide auf die Infizierbarkeit von CHO-Zellen. Die Zellen wurden mit 25.000 OP/Zelle in
Anwesenheit von Heparin 45 min inkubiert und die Anzahl der GFP-exprimierenden Zellen nach 48 h
quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-positiven Zellen ist in % angegeben. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten. Die Standardabweichung ist angegeben.
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4.3.3.2 Infektion von HelLa-Zellen

Die Infektion erfolgte 45 min mit 10.000 OP/Zelle nach Préainkubation der Zellen mit
wildtypischem l6slichen Knob und der Viren mit Heparin. Die Mehrzahl der Ad-
Varianten war nicht in der Lage HelLa-Zellen effizienter zu infizieren als die beiden
Kontrollviren mit wildtypischer Fiber (4 %) und mit SP-modifizierter Fiber (2%). Das
Peptid GTTTWQKTSSDL in SP-O zeigte ebenfalls 4 % GFP-positive Zellen.
Dagegen war SP-O gegentber CHO-Zellen nicht infektidser als der Grof3teil der Ad-
Varianten. Die Infektion mit der Ad-Variante SP-H, die bereits gegentiber CHO-Zellen
etwa um den Faktor 2 infektioser war als der Grol3teil der anderen Viren, fiuhrte zu
etwa 6 % GFP-positiver Zellen. Etwa genauso infektiés wie SP-H verhielt sich die Ad-
Variante mit dem exponierten RGD-Motiv. Die Ergebnisse fir die
Infektionsexperimente auf HelLa-Zellen sind in Abb. 4.25 graphisch

zusammengefasst.

Infizierbarkeit von HeLa mit Ad-Varianten in Gegenwart von
Heparin und Knob
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Abb. 4.25: De- und Retargeting: Einfluss der in den Hl-Loop der Ad-Varianten inkorporierten
Peptide auf die Infizierbarkeit von HelLa-Zellen. Die Zellen wurden mit 10.000 OP/Zelle in
Anwesenheit von Heparin und Iéslichem wildtypischen Knob 45 min inkubiert und die Anzahl der
GFP-exprimierenden Zellen nach 48 h quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-positiven Zellen ist in %
angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichung ist angegeben.
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4.3.3.3 Infektion von A7r5

Die Infektion dieser immortalisierten Glatten Muskelzelllinie der Ratte erfolgte 45 min
mit 30.000 OP/Zelle nach Prainkubation der Zellen mit wildtypischem loslichen Knob
und der Viren mit Heparin. Das mit wildtypischer Fiber ausgestattete Virus infizierte
etwa 2,5 % der Zellen und das SP-modifizierte sowie der Grol3teil der Ad-Varianten
etwa 1 % der Zellen. Die Mehrzahl der potentiell fir humane Glatte Muskelzellen
spezifischen Peptide konnten daher die Infektiositat gegeniiber den nichthumanen
Muskelzellen nicht erhohen. Die Ad-Varainten SP-H und SP-RGD waren mit etwa 3,2
bzw. 5,8 % GFP-positiver Zellen infektioser als die Mehrzahl der Ad-Varianten, was
der Tendenz gegenuber CHO-Zellen und HelLa-Zellen entspricht. Die Ad-Variante
SP-O lag mit etwa 4,3 % GFP-positiver Zellen zwischen SP-H und SP-RGD.
Dagegen war die Infektiositat von SP-O gegentiber CHO-Zellen und HelLa-Zellen im
Vergleich zu den anderen Ad-Varianten nicht maf3geblich erhdht. Die Ergebnisse flr
die Infektionsexperimente auf A7r5 sind in Abb. 4.26 graphisch zusammengefasst.

Infizierbarkeit von A7r5 mit retargeted Ad in Gegenwart von
Heparin und Knob
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Abb. 4.26: De- und Retargeting: Einfluss der in den Hl-Loop der Ad-Varianten inkorporierten
Peptide auf die Infizierbarkeit von A7r5. Die Zellen wurden mit 30.000 OP/Zelle in Anwesenheit von
Heparin und I6slichem wildtypischen Knob 45 min inkubiert und die Anzahl der GFP-exprimierenden
Zellen nach 48 h quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-positiven Zellen ist in % angegeben.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabh&ngigen Experimenten. Die Standardabweichung ist
angegeben.
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4.3.3.4 Infektion von CAEC

Die Infektion dieser primaren humanen Endothelzelllinie erfolgte fir 45 min mit
10.000 OP/Zelle nach Prainkubation der Zellen mit wildtypischem l6slichen Knob und
der Viren mit Heparin. Das mit wildtypischer Fiber ausgestattete Virus infizierte etwa
1 % der Zellen erfolgreich. Mit Ausnahme von SP-H, SP-RGD und SP-EC war der
Anteil GFP-exprimierender Zellen in der Gruppe der Ad-Varianten unter 1 %. SP-O
zeigte im Gegensatz zu den Ergebnissen auf den Glatten Muskelzellen der Ratte
gegenuber dieser gentherapeutisch wichtigen Zellen keine erhdhte Infektiositat.
Sowohl SP-H wie auch SP-RGD waren mit etwa 2 % GFP-positiver Zellen wiederum
infektioser als der Grofdteil der Ad-Varianten. SP-EC mit dem HSVEC-spezifischen
Peptid SIGYPLP infizierte mit etwa 4 % GFP-positiver Zellen am effektivsten. Die
Ergebnisse fur die Infektionsexperimente auf CAEC sind in Abb. 4.27 graphisch

zusammengefasst.

Infizierbarkeit von CAEC mit Ad-Varianten in Gegenwart von
Heparin und Knob
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Abb. 4.27: De- und Retargeting: Einfluss der in den HI-Loop der Ad-Varianten inkorporierten
Peptide auf die Infizierbarkeit von CAEC. Die Zellen wurden mit 10.000 OP/Zelle in Anwesenheit von
Heparin und Iéslichem wildtypischen Knob 45 min inkubiert und die Anzahl der GFP-exprimierenden
Zellen nach 48 h quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-positiven Zellen ist in % angegeben.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Experimenten. Die Standardabweichung ist
angegeben.
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4.3.3.5 Infektion von CASMC

Die Infektion der primaren humanen Muskelzellen erfolgte 45 min mit 50.000
OP/Zelle nach Prainkubation der Zellen mit wildtypischem ldslichen Knob und der
Viren mit Heparin. Das mit wildtypischer Fiber ausgestattete Virus infizierte etwa 1,5
% der Zellen erfolgreich. Obwohl das Biopanning auf diesen Zelltyp ausgerichtet war,
verlief die Infektion der Mehrzahl der Ad-Varianten &hnlich ineffizient mit 0,5 bis 1,5
% GFP-exprimierender Zellen. Dagegen verliefen die Infektionen der beiden Ad-
Varianten SP-H und SP-RGD mit etwa 3,5 bzw. 55 % GFP-positiver Zellen,
wiederum effizienter. SP-EC zeigte im Gegensatz zu den Ergebnissen auf
Endothelzellen mit 1,5 % GFP-exprimierender Zellen, keine besondere Affinitat zu
diesem Zelltyp. Eine signifikante Spezifitat fur Glatte Muskelzellen zeigte die Ad-
Variante SP-O mit etwa 7,5 % GFP-positiver Zellen. Die Ergebnisse fur die

Infektionsexperimente auf CASMC sind in Abb. 4.28 graphisch zusammengefasst.

Infizierbarkeit von CASMC mit Ad-Varianten in Gegenwart von
Heparin und Knob
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Abb. 4.28: De- und Retargeting: Einfluss der in den Hl-Loop der Ad-Varianten inkorporierten
Peptide auf die Infizierbarkeit von CASMC. Die Zellen wurden mit 50.000 OP/Zelle in Anwesenheit
von Heparin und l6slichem wildtypischen Knob 45 min inkubiert und die Anzahl der GFP-
exprimierenden Zellen nach 48 h quantifiziert. Die Anteiligkeit der GFP-positiven Zellen ist in %
angegeben. Dargestellt sind die Mittelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichung ist angegeben.
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Die Ergebnisse des Retargetings bestéatigen, dass es mdglich ist, adenoviralen
Vektoren durch die Einfihrung von Peptiden in den exponierten HI-Loop in der
Knobdoméne eine neue Spezifitdt zu verleihen. Hierdurch ist es mdglich solche
Zelltypen spezifisch zu infizieren, die Rezeptoren exprimieren, welche mit den
inkorporierten Peptiden interagieren und hierdurch die Infektion ermdglichen. So
konnten die Ergebnisse bereits puplizierter Peptide (EC-spezifisches Epitop und
RGD-Motiv) bestéatigt werden und dartber hinaus 2 weitere Peptide mit
charakteristischen  Spezifitaten  identifiziert ~ werden. Das Peptd O
(GTTTWQKTSSDL) konnte als ein fir CASMC-spezifisches Motiv identifiziert
werden, das die Infektiositat von Ad5 gegeniber diesem therapeutisch interessanten
Zelltyp erhoht. Das Peptid H (RIRKICNAHDGE) konnte als ein ,RGD-artiges” Peptid
identifiziert werden, das die Infektiositat von Ad5 gegeniber allen getesteten Zellen
erhoht und sich damit genauso verhélt wie das RGD-Peptid und der bis dato

unbekannte Interaktionspartner genauso ubiquitar exprimiert wird wie Integrine.
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5. Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Modifikation des adenoviralen Tropismus von Ad5
durch De- und Retargeting im Hinblick auf dessen Einsatz als spezifischer Vektor im
Rahmen systemischer gentherapeutischer Applikationen. Die ubiquitdre Prasenz der
primaren Rezeptoren ermoglichen Adenoviren die Infektion aller bislang getesteter
Zelltypen in vitro und fuhrt im Rahmen einer systemischen Applikation zu einer
bevorzugten Aufnahme im Lebergewebe. Ein idealer viraler Vektor sollte aber keine
Affinitat zu solchen Zellen besitzen, die er auf dem Weg vom Applikationsort zur
Zielzelle passiert und sollte gleichzeitig die Zielzellen effizient infizieren. Im Fall von
adenoviralen Vektoren hat dies zur Konsequenz, dass die Interaktion mit den
natirlichen Rezeptoren durch Detargeting unterbrochen und eine neue Spezifitat
eingefihrt werden muss, die eine spezifische und effiziente Aufnahme in das
Zielgewebe ermdglicht. In dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung von Ad5 mit
seinen natirlichen Rezeptoren sowie die Modifikation des viralen Tropismus durch
Einfuhrung Zelltyp-spezifischer Peptide untersucht. Von besonderem Interesse war
dabei die Klarung der Frage, wie effektiv potentiell spezifische Peptide in der
Transduktiontsvermittlung der Zielzellen sind, wenn keine priméren Rezeptoren zur

Verfligung stehen.

5.1 Die Wechselwirkungen von Ad5 mit seinen natirlichen

Rezeptoren

In der Literatur wurde nach Entdeckung der hochaffinen Interaktion zwischen
Knobdoméne und CAR davon ausgegangen, dass die Infektositat von Ad5 nur von
dieser Wechselwirkung abhéangig ist. Entsprechend galten Zellen die genigend CAR
exprimieren als infizierbar und Zellen die kein oder nur sehr wenig CAR exprimieren
als nicht infizierbar. So beruft sich Nicklin et al. 2001 auf nicht veroffentlichte Daten
von Von Seggern, wonach die Modifikation der Aminoséduren S408 und P409 zu
einem Rickgang der Transduktionseffizienz um 99 % bei HelLa-Zellen fuhren soll.
Entsprechend grof3 war aber dann letzten Endes die Enttduschung, als sich gezeigt
hat, dass entsprechende detargeted Viren in vivo genauso effizient die Leber

transduzieren wie Vektoren mit wildtypischen Fibern (Leissner et al., 2001; Alemany
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et al., 2001; Mizuguchi et al.,2002; Smith et al., 2003a). Diese aulierst effiziente
Aufnahme systemisch applizierter adenoviraler Vektoren in der Leber und die damit
verbundene schnelle Eliminierung aus dem Blutstrom verhindern bislang den Einsatz
von Ad5 in systemischen Therapien (Alemany et al., 2000; Koizumi et al., 2003b).
Nachdem feststand, dass die Interaktion mit CAR nicht die primare Ursache fur die
Lebertransduktion darstellt, wurde der Einfluss der Interaktion zwischen dem RGD-
Motiv im Pentonbasis-Protein und Integrinen untersucht. Die Deletion des RGD-
Motives zeigte sowohl alleine wie auch in Kombination mit der Ablation der CAR-
Interaktion keinen inhibitorischen Effekt auf die Transduktionseffizienz (Mizuguchi et
al., 2002; Martin et al., 2003; Smith et al., 2003a). Als weitere mdgliche Ursache fir
die effiziente Transduktion der Leber wurde dann besonderes Augenmerk auf die
Interaktion mit den HSPG gelegt. Durch die Arbeiten von Dechecchi et al. konnte
gezeigt werden, dass HSPG ebenfalls einen signifikanten Einfluss als Rezeptoren
auf die Infektiositat von C-Typ Ads haben (Dechecchi et al., 2000 und 2001). Die
Autoren stellten die Hypothese auf, dass ein basisches KKTK-Motiv im Fiberschaft
eine putative HSPG-Bindestelle darstellen koénnte. Verschiedene Autoren
modifizierten die von Dechecchi postulierte putative Bindestelle im Fiberschaft von C-
Typ Ads (Smith et al., 2003a, 2003b; Koizumi et al., 2003, 2006; Nicol et al., 2004;
Bayo-Puxan et al., 2006). Es konnte ubereinstimmend gezeigt werden, dass die
Eliminierung des KKTK-Motives die Transduktion in vivo und hier insbesondere im
Lebergewebe nahezu vollstéandig inhibiert. Auch in vitro fuhrte diese Modifikation zu
einem Rickgang der Reportergenexpression um etwa den Faktor 10 bei A549-Zellen
(Bayo-Puxan et al., 2006). Dieser Riuckgang steht aber in keinem Verhaltnis zu den
Ergebnissen von Dechecchi et al., die in ihrem experimentellen Ansatz I6sliches
Heparin als Kompetitor verwendeten um die HSPG-Interaktion zu inhibieren. Diese
Untersucher konnten zeigen, dass die Prainkubation von CAR-positiven A549-Zellen
mit Heparin zu einer Reduktion der Reportergenexression um ,nur* etwa 50 % flhrt.
Einen Ansatz, um diese Diskrepanz zwischen Faktor 2 und 10 zu erklaren, zeigen
Kritz et al. 2007 auf. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass der enorme Einfluss
des KKTK-Motives auf die Transduktionseffizienz weniger durch die Interaktion mit
HSPG bedingt ist, als vielmehr durch Folgeereignisse wie Internalisierung und
intrazellularem Transport verursacht wird. Vor diesem Hintergrund sind daher
Ergebnisse hinsichtlich der HSPG-Interaktion auf der Basis eines modifizierten
Fiberschaftes sehr kritisch zu bewerten (Bayo-Puxan et al., 2006, Kritz et al., 2007).
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Der von Dechecchi et al. aufgezeigte Ansatz der Inhibition durch Heparin bietet die
Mdglichkeit potentielle Effekte durch eine Modifikation des Fiberschaftes zu
umgehen. Allerdings sind bislang nur von wenigen Zelllinien Daten verfugbar, welche
die HSPG-Interaktion auf der Ebene von Kompetitionsexperimenten mit Heparin

beschreiben.

5.1.1 Etablierung eines 2-Komponenten-Kompetitionssystems zur

Simulation von detargeted Ad-Vektoren

Eine genaue Kenntnis des Zusammenspiels infektionsvermittelnder Rezeptoren ist
eine Voraussetzung fur ein optimales Vektordesign. Aus diesem Grund wurde im
Rahmen dieser Arbeit der Einfluss der primaren Rezeptoren CAR und HSPG in
Kompetitionsexperimenten in vitro mit sattigenden Konzentrationen von ldslichem
Knob und Heparin an verschiedenen CAR-positiven und CAR-negativen Dauerzellen
sowie Priméarzellen untersucht. Hierzu wurden ein Luziferase-exprimiriendes und ein
GFP-exprimierendes Reportervirus eingesetzt. Das Luziferase-exprimierende Virus
ermoglichte eine sehr genaue Quantifikation der Reportergenexpression im
Luminometer. Das GFP-exprimierende Virus bestatigte die mit Ad5.Luc generierten
Ergebnisse. So konnte die Moglichkeit von Effekten weitgehend minimiert werden,
die eher im Zusammenhang mit der Viruspraparation stehen als mit grundlegenden
Eigenschaften von Ad5. Wie gezeigt werden konnte, wurden mit beiden
Viruspraparationen die gleichen Ergebnisse erzielt und deshalb kann davon
ausgegangen werden, das die aus den Experimenten abgeleiteten Schlisse fir Ad5
im allgemeinen zutreffen.

Mittels dieses neuen experimentellen Ansatzes der Doppelkompetition durch Knob
und Heparin konnte so gezeigt werden, dass die Infizierbarkeit der getesteten
Zelllinien weitestgehend von den Wechselwirkungen mit beiden primaren Rezeptoren
bestimmt wird. Sind dabei die Wechselwirkungen mit beiden Rezeptoren durch
Kompetitoren inhibiert, ist Ad5 nicht mehr in der Lage, Zellen effizient zu
transduzieren. Es kann daher angenommen werden, dass Ad5 in vitro keine weiteren
natirlichen Rezeptoren besitzt, eine unspezifische Aufnahme nicht stattfindet und
beide Rezeptoren von allen untersuchten Zelllinien exprimiert werden (Ausnahme:

CAR-negative CHO). Darlber hinaus sprechen diese Ergebnisse indirekt daftir, dass
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auch die Interaktion der Integrine mit den in der Pentonbasis lokalisierten RGD-
Motiven keine signifikante Rolle bei der primaren Rezeptorerkennung spielt, da sonst
deren Einfluss auf die Transduktionseffizienz hatte detektiert werden mussen. Daher
sprechen die Daten hier dafiir, dass Integrine keine Rolle als priméare Rezeptoren
spielen (Martin et al., 2003; Mizuguchi et al., 2002; Smith et al., 2003).

5.1.2 Der Einfluss der primaren Rezeptoren auf die Infektion

gentherapeutischer Zielzellen mit Ad5.Luc

Mesenchymale Stammzellen und die Dauerzelllinie 293T unterschieden sich in ihrer
Infizierbarkeit zwar um den Faktor 1000, doch sind in beiden Fallen ausschlief3lich
CAR und HSPG die infektionsvermittelnden Rezeptoren. Bei diesen Stammzellen
fuhrten sowohl Knob wie auch Heparin als Einzelkompetitoren zu einem Rickgang
der Reportergenexpression auf etwa 5 bzw. 1 % und in Gegenwart beider
Kompetitoren auf etwa 0,1 % im Vergleich zur Infektion ohne Kompetitoren. Hieraus
kann geschlossen, dass diese Stammzellen sowohl CAR als auch HSPG in geringer
Zahl exprimieren, die in synergistischer Weise in der Vermittlung der adenoviralen
Infektion zusammenwirken, wobei der Einfluss der HSPG grol3er ist als der von CAR.
Von besonderem Interesse war die Charakterisierung der Infizierbarkeit priméarer
glatter Muskelzellen, dem Zielzelltypus des Retargetings. Diese Primérzellen waren
etwa um den Faktor 100 schlechter infizierbar als 293T-Zellen, aber andererseits um
den Faktor 10 besser zu infizieren als mesenchymale Stammzellen. In Gegenwart
von Knob kam es zu einem Rlckgang der Reportergenexpression auf etwa 10 %, in
Gegenwart von Heparin auf etwa 1 % und bei Doppelkompetition auf unter 0,1 %.
Ahnlich wie bei mesenchymalen Stammzellen lasst der starke Riickgang der
Reportergenexpression bei Einzelkompetition auf einen synergistischen Effekt beider
Rezeptoren in der Infektionsvermittiung schlieBen. Die Abhéangigkeit der
Infizierbarkeit koronaler glatter Muskelzellen von der CAR-Interaktion konnte bereits
von Work et al. 2004 gezeigt werden. Allerdings scheint die Abh&ngigkeit von der
HSPG-Interaktion noch signifikanter zu sein als die CAR-Interaktion, da in Gegenwart
von Heparin die Transduktionseffizienz im Vergleich zu Knob nochmals um den
Faktor 10 starker inhibiert ist (siehe 7.1V).
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Im Hinblick auf eine vaskuldre Therapie reprasentieren Gefalle auskleidende
Endothelzellen ebenfalls potentielle Zielzellen die in direkten Kontakt mit
adenoviralen Vektoren treten kénnen, weshalb auch die Infizierbarkeit primarer
koronaler Endothelzellen quantifiziert wurde. Zytometrische Untersuchungen haben
gezeigt, dass diese Primarzellen im Vergleich zu den als CAR-positiv bekannten
Dauerzellen HeLa und HepG2 zwar weniger CAR exprimieren, aber dennoch eine
moderate Expression aufweisen (Havenga et al. 2002). Die Daten aus den
Kompetitionsexperimenten dieser Arbeit zeigen, dass CAR bei diesen Primarzellen
einen wesentlich gréReren Anteil an der Infektionsvermittlung spielt als bei
mesenchymalen Stammzellen und primaren glatten Muskelzellen. So fihrt die
Kompetition mit Heparin nicht zu einem Rickgang der Reportergenexpression von
etwa 99 %, sondern nur zu einer Reduktion um etwa 40 %, wie sie auch fur die
meisten CAR-positiven Dauerzellen beobachtet wurde. Die Kompetition mit Knob
fuhrte zu einem Rickgang der Reportergenexpression um etwa 85 % und bewegte
sich damit in einem &hnlichen Bereich wie CAR-positive Dauerzellen. Primare
Endothelzellen sind zwar um etwa den Faktor 10 schlechter infizierbar als 293T- bzw.
911-Zellen aber andererseits etwas besser infizierbar als die ebenfalls als CAR-
positiv charakterisierten HelLa-Zellen und um den Faktor 100 besser infizierbar als
primare glatte Muskelzellen. Dies kann fur eine auf die Infektion von glatten
Muskelzellen ausgerichteten adenoviralen Therapie problematisch werden, wenn
dabei bevorzugt das Endothelium infiziert wird. Daher erscheint ein CAR-Detargeting

fur einen entsprechenden potentiellen Therapieansatz in jedem Fall sinnvoll.

5.1.3 Nachweis des Einflusses der HSPG-Interaktion auf die Ad5-

Infektion durch Heparinase

Um zu zeigen, dass der Riuckgang der Reportergenexpression nach Prainkubation
der Reporterviren mit Heparin im Zusammenhang mit der Blockade einer Interaktion
mit HSPG steht, wurde diese Wechselwirkung durch die Behandlung mit der HSPG-
spezifischen Protease Heparinase analysiert. In entsprechenden Experimenten
konnten Dechecchi et al. unter anderem an CAR-defizienten CHO-Zellen und HSPG-
defizienten Raij-Zellen die spezifische Interaktion von C-Typ Ads mit diesen
Rezeptoren aufzeigen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Ergebnisse mit CHO-

Zellen verifiziert und zusatzlich an den gentherapeutisch interessanten
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mesenchymalen Stammzellen und glatten Muskelzellen Uberprift werden. Beide
Zelltypen verzeichneten neben CHO-Zellen in den Kompetetionsexperimenten mit
Heparin den grof3ten Ruckgang der Reportergenexpression in einem Bereich von 99
%, wahrend der Heparin-vermittelte Einfluss bei CAR-positiven Dauerzellen nur zu
einem Rickgang um 20 bis max. 40 % fuhrte. Daher konnte angenommen werden,
dass Effekte durch eine Behandlung mit Heparinase insbesondere an
mesenchymalen Stammzellen und glatten Muskelzellen zu beobachten sind.

Die Zellen (CASMC und MSC) wurden dazu mit unterschiedlichen Konzentrationen
an Heparinase vor der Infektion prainkubiert. Dabei nahm die Transduktionseffizienz
mit zunehmender Enymkonzentration linear ab. Bei der maximal eingesetzten
Enzymmenge von 10 U ging die resultierende Reportergenexpression um etwa 70 -
75 % zuruck und untermauert damit die Rolle der HSPG bei der Infektion dieser
Zellen. Es sei an dieser Stelle angemerkt, dass beim Einsatz einer Enzymmenge von
10 U noch keine Sattigung erreicht war. Allerdings war der Einfluss der HSPG auf die
Infizierbarkeit bei dieser Enzymmenge bereits sehr deutlich zu sehen und genigte
daher als qualitativer Nachweis. Die Prainkubation von CHO-Zellen mit einer
Enzymmenge von 10 U fuhrte zu einem Rlckgang der Reportergenexpression um
etwa 80 % bei der niedrigsten verwendeten Virusmenge. Der Einsatz groRerer
Virusmengen fuhrte zu einem geringeren Rickgang der Reportergenexpression und
zeigte bei der groéf3ten Anzahl eingesetzter Viren im Prinzip keinen Effekt mehr. Diese
starke Abhangigkeit der Ergebnisse von der Anzahl der eingesetzten Viren bei der
Verwendung von Heparinase wurde im Falle der Kompetition mit Heparin nicht
beobachtet. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der HSPG anhand der
Kompetitionsexperimente mit Heparin quantifiziert und die Experimente mit

Heparinase nur zum qualitativen Nachweis der Interaktion verwendet.

5.1.4 Semiquantitativer Nachweis viraler DNA unmittelbar nach
Internalisierung in An- und Abwesenheit von Knob und

Heparin

Im Rahmen dieses Ansatzes wurde die Menge internalisierter adenoviraler Vektoren
anhand der viralen DNA semiquantitativ nachgewiesen. Die Quantifizierung der
Transduktionseffizienz durch Messung der Reportergenexpression sagt nichts

dariiber aus, wie viele Viren mittels der beiden primaren Rezeptoren Uberhaupt
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internalisieren. Die Reportergenexpression stellt den letzten Schritt in der
Transduktionskette dar, wahrend die primaren Rezeptorinteraktionen den ersten
Schritt repréasentieren. Es ist nicht bekannt, ob die nachfolgenden Schritte beim CAR-
und HSPG-vermittelten Infektionsweg ahnlich effizient ablaufen. Daher war nicht
auszuschlieBen, dass uUber den HSPG-vermittelten Aufnahmemechanismus
wesentlich mehr Vektoren aufgenommen werden als es die Reportergenexpression
erwarten lasst. Dariiber hinaus sollte in diesem experimentellen Ansatz gepruft
werden, ob neben beiden primaren Rezeptorinteraktionen eine signifikante
unspezifische, in der Degradation mindende Aufnahme stattfindet, was Uber die
Quantifizierung der Reportergenexpression nicht nachweisbar ist. Dazu wurde der
DNA-Gehalt CAR-positiver HelLa-Zellen und CAR-negativer CHO-Zellen
semiquantitativ. erfasst. Hierzu wurden die Zellen unmittelbar nach der
Virusexposition in An- und Abwesenheit von Knob und Heparin trypsiniert, um an der
Membran gebundene und nicht internalisierte Viren zu entfernen. Danach wurden die
Zellen aufgeschlossen und die Zelllysate fur eine PCR mit Ad5-spezifischen Primern
eingesetzt. Um die Moglichkeit einer sich der Internalisierung anschlielienden sehr
schnell ablaufenden Degradation zu minimieren, wurde zum einen eine kurze
Expositionszeit von 20 min gewahlt und zum anderen die Aufarbeitungsschritte auf
Eis bzw. bei 4 °C durchgefihrt.

Wie gezeigt werden konnte, korrelierte der DNA-Gehalt bei CAR-positiven Hela-
Zellen in An- und Abwesenheit von Kompetitoren in etwa mit den Ergebnissen aus
den entsprechenden Quantifikationen der Reportergenexpression. Die Infektion in
Abwesenheit von Kompetitoren resultierte in der intensivsten DNA-Bande. Die
Infektion in Anwesenheit von Heparin ergab eine DNA-Bande die etwa um den
Faktor 2 weniger intensiv war als die Bande aus dem Ansatz ohne Kompetitoren.
Dieses Ergebnis deckt sich mit der entsprechenden Quantifikation der
Reportergenexpression, wo es in Anwesenheit von Heparin zu einem Rickgang um
etwa 40 % kam, was sich mit dem Faktor 2 aus der DNA-Quantifizierung deckt. Wie
von den Ergebnissen der Reportergenquantifizierung her zu erwarten, war bei CAR-
positiven HelLa-Zellen der Unterschied in der Bandenintensitat zwischen dem Ansatz
mit Heparin und dem Ansatz mit Knob relativ gro3. Genauso passt die sehr
schwache DNA-Bande aus dem Ansatz der Doppelkompetition zu der
entsprechenden sehr geringen Reportergenexpression und unterstreicht die

Folgerung aus der Quantifizierung der Reportergenexpression, wonach keine
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weiteren Rezeptoren von Ad5 genutzt werden und im Prinzip keine signifikante
unspezifische Aufnahme stattfindet. Bei CAR-negativen CHO-Zellen wurde aufgrund
der CAR-Defizienz auf eine Kompetition mit Knob verzichtet. Die Abwesenheit des
Kompetitors Heparin resultierte im Vergleich zu den HelLa-Zellen eine deutlich
schwachere DNA-Bande. Dieses Ergebnis korreliert tendenziell mit der in 4.1.2
bestimmten relativen Infizierbarkeit. Hiernach war fir die erfolgreiche Transduktion
von CHO-Zellen etwa die 2,5fache Virusmenge notig wie fur HelLa-Zellen. Daher
kann angenommen werden, dass der HSPG-vermittelte Infektionsweg ahnlich
effizient ablauft wie der CAR-vermittelte, da sonst eine wesentlich starkere Bande
hatte resultieren mussen. In Gegenwart von Heparin findet auch bei CHO-Zellen
offensichtlich keine Virusaufnahme statt, da auch hier keine definierte Bande im
entsprechenden Ansatz resultierte. Somit unterstreichen diese Ergebnisse die Daten
aus den Reportergenquantifizierungen, wonach in vitro bei Blockade der Interaktion
mit den natlrlichen Rezeptoren keine signifikante Virusaufnahme stattfindet; auch
keine abortive in der Degradation mindende, die Uber  die

Reportergenquantifizierung nicht hatte erfasst werden kénnen.

5.2 Detargeting

Unter Detargeting wird die Ablation der Interaktionen mit den natirlichen Rezeptoren
verstanden.

Im Bezug auf die Interaktion mit den HSPG ist dies allerdings nicht ohne weiteres
maoglich. Wie unten dargestellt, beeinflusst die Modifikation des KKTK-Motives die
sich der primaren Rezeptorerkennung anschlieBenden Infektionsschritte negativ. Aus
diesem Grund wurde die Interaktion mit HSPG im Rahmen dieser Arbeit mit Heparin
inhibiert. Im Hinblick auf die Modifikation des KKTK-Motives und der HSPG-
Interaktion zeigte keine der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zelllinien einen
nur annahernd so dramatischen Rickgang in der Transduktionseffizienz wie er von
anderen Autoren bei der Modifikation des KKTK-Motives beobachtet wurde. Daher
untermauern die hier prasentierten Daten die Moglichkeit, dass sich die Modifikation
dieses Motives auf Folgeereignisse innerhalb der Infektionskette auswirkt, die
unabhangig von der reinen Rezeptorerkennung sind und sich in der Konsequenz auf

die Transduktionseffizienz auswirken. Aus diesem Grund kann angenommen
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werden, dass die Modifikation des KKTK-Motives nicht flr das Detargeting
adenoviraler Vektoren geeignet ist. Es sei in diesem Zusammenhang darauf
hingewiesen, dass eine Mdglichkeit diese Problematik zu umgehen darin bestehen
konnte, zu Uberprifen, in wie weit die Interaktion der Vektoren mit Heparin auch im
Rahmen einer Applikation in vivo stabil ist und ob solche mit Heparin komplexierte
Vektoren genau wie in vitro nicht mehr mit HSPG interagieren kdnnen. Im Idealfall
kbnnte ein solches aus zwei Komponenten bestehendes Vektorsystem (Vektor +
Heparin) die HSPG-vermittelte Aufnahme verhindern ohne elementare Schritte im
weiteren Infektionsverlauf zu storen wie dies bei der Modifikation des KKTK-Motives
offensichtlich der Fall ist. Bislang sind keine kristallographischen Daten bekannt,
welche diese Interaktion auf Strukturebene zeigen. So hielten Dechecchi et al. es
durchaus fur moglich, dass neben dem KKTK-Motiv noch weitere Motive fir die
HSPG-Interaktion verantwortlich sein konnten. Solche Motive kdnnten sich aus der
Tertiar- und Quartarstruktur des Proteins ergeben, indem basische Aminosauren in
raumliche Nahe zueinander treten, die in der Primarstruktur getrennt voneinander
vorliegen. Die Autoren betonen bei der ldentifikation des KKTK-Motives nur die
Primarstruktur in Betracht gezogen zu haben. So konnte Sonja Matt in ihrer
Diplomarbeit 2006 zeigen, dass KKTK-modifizierte Viren immer noch durch Heparin
inhibierbar sind und deshalb dieses Motiv nicht exklusiv fur die HSPG-Interaktion
verantwortlich ist. Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass sich im oberen,
nach aufl3en exponierten Bereiches des Ad5-Pentons in raumlicher Ndhe zum KKTK-
Motiv des Fiberschaftes ein variabler Loop befindet, dessen Lange und Sequenz sich
zwischen den verschiedenen Subtypen unterscheidet und Uber dessen Funktion
bislang nichts bekannt ist. Bei Ad5 umfasst der variable Loop die Aminosauren 142-
169 und enthalt 7 basische Aminoséuren, was einem Anteil von etwa 26 %
entspricht. Eine Beteiligung an der Interaktion mit HSPG ist durchaus vorstellbar.
Interessant sind in diesem Zusammenhang Ergebnisse, die zeigen, dass subvirale
Ad3-Partikel, sogenannte Dodecahedrons, die ausschlie3lich aus Pentonprotein
bestehen, in der Lage sind, effizient Zellen via HSPG zu infizieren. (Vives et al.,
2004). Daruber hinaus konnte mittels rekombinant hergestelltem Pentonprotein
sowohl dessen Export, als auch dessen Aufnahme in Zellen gezeigt werden, was fur
eine Rezeptor-Interaktion unabhangig von Fiberschaft und Knobdomane spricht
(Hong et al., 1999; Trotman et al., 2003). Daher bote der Einsatz von Heparin die

Mdglichkeit, neben dem KKTK-Motiv auch weitere potentiell an der Wechselwirkung
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mit HSPG beteiligte und bislang noch nicht identifizierte Bereiche, ohne

Modifikationen der Kapsidstruktur ,abzuschirmen®.

Abb. 5.1 : Modell des pentameren Pentonproteins in der
Seitenansicht. Der variable Loop ist in blau dargestellt und die
basischen Aminosauren innerhalb des Loops magenta. (2BLD;
dargestellt mit Rasmol, modifiziert)

Anders gestalten sich die Verhaltnisse bei der Knob-CAR-Interaktion. Diese
Interaktion ist auf der Ebene der Kristallstruktur der Knobdoméne (Xia et al., 1994)
und der Kristallstruktur der Knobdomane im Komplex mit CAR (Bewley et al., 1999)
bekannt. Von den in der Literatur beschriebenen Aminosauren, deren Modifikation zu
einem signifikanten Rickgang der Knob-CAR-Interaktion fihren, wurden diejenigen
hier herangezogen und als Kombinationsmutanten analysiert die einen besonders
groRen Einfluss auf die Interaktion zeigen und eine rdumliche Einheit bilden. Alle 6
Aminosauren liegen quasi auf einer Linie bzw. bilden einen langlichen Bereich. Die
Abbildung 5.2 zeigt die Orientierung der ausgetauschten Aminosauren in
raumfillenden Modellen als Monomer und als funktionelles Trimer. Hierbei handelt
es sich um die Aminosduren S408, P409, V441, K442, Y477 und L485. Es ist zu
sehen, dass die recht grof3e basische Seitenkette von K442 sowie die beiden
hydrophoben Arme der Seitenkette von V441 in unmittelbare Nahe zu S408 und
P409 liegen. Innerhalb dieses Bereiches kommen sich die beiden unpolaren bzw.
hydrophoben Aminoséauren P409 und V441 besonders nah, wahrend der basische

Rest von K442 seitlich Uberragt und die obere Begrenzung dieses fur die CAR-
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Interaktion favorisierten Bereiches bildet. Die Aminosaure S408 nimmt mit seiner OH-
Gruppe eine zentrale Position ein und kann eine Wasserstoffbriickenbindung
eingehen. In der raumlichen Abfolge schliel3t sich Y477 an, eine ebenfalls
Wasserstoffbriicken ausbildende polare Aminosaure. Der Abschluss dieser
raumlichen Struktur wird von der hydrophoben Aminosaure L485 gebildet.
Zusammen mit der ebenfalls hydrophoben Aminoséauren V441 und der unpolaren
Aminosaure P409 wird der zu Wasserstoffbriicken befahigte zentrale Bereich
regelrecht eingeschlossen.

Es sollte hier diejenige Kombination an Austauschen identifiziert werden, die zu
einem weitest gehenden Verlust der Affinitdt zu CAR fihrt und eventuell tUber das
Potential von Einzel- und Doppelmutanten hinausgeht. Dieser Ansatz wurde bereits
in meiner Diplomarbeit verfolgt, allerdings wurden dort die Aminsduren V441 und
K442 nicht modifiziert, sondern deletiert. Entsprechende Deletionsmutanten waren
nicht mehr in der Lage spontan zu trimerisieren und waren nur in ihrer monomeren
Form darstellbar. Aus diesem Grund wurden die Mutagenesestudien hier unter
Verwendung von Aminosauremodifikationen anstelle von Deletionen an den
Positionen V441 und K442 fortgefihrt. Im Rahmen der Diplomarbeit wurde unter den
untersuchten Kombinationen an Austauschen, die Modifikation S408E/P409A als
diejenige mit der geringsten Affinitat zu CAR identifiziert. Aus diesem Grund wurde
die SP-Modifikation in den weiterfihrenden Studien hier als Referenz verwendet und
die Affinitat zu CAR aller hier generierten Kombinationsmutanten damit verglichen.
Um die Fulle an dabei méglichen Kombinationen einzugrenzen, wurde auf solche
verzichtet, die bereits in meiner Diplomarbeit charakterisiert wurden. In dieser Arbeit
konnte der Austausch S408E als eine ,Schlisselmodifikation” identifiziert werden, die
im Vergleich zu den anderen dort getesteten Austauschen, den groéf3ten Einfluss auf
die CAR-Interaktion zeigte. Aus diesem Grund wurde hier bei der Auswahl der

Austausche diese Modifikation immer Berlcksichtigt.
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Diskussion

Abb. 5.2: Linke Seite: Raumfiillendes Modell der monomeren Knobdomé&ne ohne Wasserstoff- und
Heteroatome (MSD: 1knb). Rechte Seite: Modell der Sekundarstruktur. Die Modelle zeigen eine
Seitenansicht des Molekiils; das untere Ende weist in Richtung Virion. Die modifizierten Aminoséuren
im seitlichen Bereich der Rezeptorerkennungsstelle sind farbig markiert. S408 (rot), P409 (orange),
V441 (cyan), K442 (blau), Y477 (grun), L485 (gelb).

Abb. 5.3: Linke Seite: Raumfiillendes Modell der trimeren Knobdomé&ne ohne Wasserstoff- und
Heteroatome. Rechte Seite: Modell der Sekundarstruktur; die modifizierten Aminosauren sind
raumfillend dargestellt (MSD: 1knb). S408 (rot), P409 (orange), V441 (cyan), K442 (blau), Y477
(griin), L485 (gelb).. Die drei Untereinheiten des Homotrimers sind unterschiedlich schattiert. Die
Blickrichtung zeigt entlang der dreifachen Symmetrieachse von oben auf die dem Virion zugewandte
Seite. Die drei Untereinheiten sind in unterschiedlichen Grauténen schattiert.

Die verschiedenen Kombinationen an Austauschen wurden zunachst auf der Ebene
von l6slichem Knob-Protein in Kompetitionsexperimenten hinsichtlich ihrer Affinitat zu

CAR verglichen. Eine verkirzte Form des Knob-Proteins, welches aus der globularen
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Knobdoméne und der letzten Wiederholung des Schafts besteht, wurde mittels
zielgerichteter =~ Mutagenese  moaodifiziert, bakteriell ~ exprimiert und in
Kompetitionsexperimenten hinsichtlich ihrer Affinitat zu CAR charakterisiert (4.2.1).
Es war zwar moglich alle 6 Kontaktaminosauren gleichzeitig zu modifizieren und als
trimere Knob-Proteine darzustellen, allerdings betrug die aus der bakteriellen
Expression resultierende Proteinmenge im Vergleich zu den anderen Kombinationen
nur etwa 15 — 20 %, weshalb die Mutante mit 6 Austauschen nicht in den
Kompetitionsexperimenten verwendet wurde (Daten nicht gezeigt). Dagegen flhrte
der Austausch von bis zu 5 Aminosauren zu Proteinmengen, die mit denen von
wildtypischem Knob bzw. SP-modifiziertem Knob vergleichbar waren.

In den Kompetitionsexperimenten konnte gezeigt werden, dass der singulare
Austausch des hydrophoben Valins an Position 441 gegen polares Threonin keinen
Einfluss auf die CAR-Interaktion hatte. Entsprechendes modifiziertes Knob-Protein
hatte die gleiche Affinitdit zu CAR wie wildtypisches Knob-Protein. Erst der
kombinierte Austausch von Valin gegen das sehr ahnliche Isoleucin und des
basischen Lysins an Position 442 gegen die saure Asparaginsaure flhrte zu einem
signifikanten Verlust der Affinitat zu CAR, der aber im Vergleich zur SP-Referenz
deutlich geringer war. Da Deletionen an den Positionen 441 und 442 die Integritat
der trimeren Fiberstruktur storten und deshalb nicht auszuschlie3en war, dass auch
Austausche an dieser Stelle Auswirkungen auf die Trimerisierbarkeit haben, wurde
bei der singularen Modifikation von V441 eine polare statt einer geladenen
Aminosaure ausgewahlt. Aus dem gleichen Grund wurde beim Doppelaustausch
V441 nur* gegen eine andere unpolare Aminosaure ausgetauscht, die sich in der
Seitenkette lediglich durch eine CHs-Gruppe unterschied, da an Position 442 das
basische Lysin gegen eine saure Asparaginsaure ausgetauscht wurde. Alle tbrigen
Kombinationsmutanten enthielten die ,Schlisselmodifikation* S408E, die im Rahmen
meiner Diplomarbeit als diejenige Mutante mit der geringsten Affinitat zu CAR
identifiziert wurde. Die Doppelaustausche S408E/V441T und S408E/K442E zeigten
eine geringfigig hohere Affinitdt zu CAR als die SP-Referenz. Die Drei- bis
Funfachmodifikationen wirkten sich entweder genauso auf die Affinitdt aus wie die
SP-Referenz oder hatten eine noch bis zu 20 % geringere Affinitat zu CAR (SPKYL-
und SPVYL-Mutante). Daraus konnte geschlossen werden, dass die Aminosauren
S408 und P409 eine zentrale Rolle in der CAR-Interaktion einnehmen, die durch

zusatzliche Austausche nur noch geringfiigig weiter herabgesetzt werden kann.
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Im n&chsten Schritt wurden verschiedene Kombinationen an Austauschen im Kontext
viraler Partikel untersucht. Hierzu wurden die Austausche in ein Fiber-
Expressionsplasmid eingefuhrt, welches fir die komplette Fiber (Knob-, Schaft- und
Schwanzdomane) kodiert. Die Plasmide mit den modifizierten Fibergenen dienten
dann als Grundlage fur die Herstellung von pseudogetypten Viren im transienten
Transfektions- und Infektionssystem (3.7.2.2). Auf der Basis dieses Systems war es
maoglich, genomisch fiberlose virale Partikel herzustellen, die mit den gewiinschten
modifizierten Fibern ausgestattet waren. Um spater madgliche Effekte
auszuschlieBen, die nicht mit den eingefuhrten Modifikationen zusammenhangen
und rein auf der Anzahl der eingebauten modifizierten Fiberproteine beruhen, wurde
die Effizienz des Fibereinbaus mittels Westernblot-Analyse und ELISA untersucht.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass alle Viruspraparationen mit genauso vielen
Fibern ausgestattet waren, wie genomisch mit einem Fibergen ausgestattete
Kontrollviren, die nicht im transienten Transfektions- und Infektionssystem generiert
wurden, sondern ,konventionell“ propagiert wurden (4.2.2). Als weiteres Kriterium zur
Sicherstellung der Qualitat der Viruspréaparation wurde der DNA-Gehalt der Vektoren
Uberprift, wobei gezeigt werden konnte, dass bei allen Viruspraparationen die
Partikel einen vergleichbaren DNA-Gehalt aufwiesen (3.7.5.1).

Die Infektiositat der pseudogetypten Viren wurde in Infektionsexperimenten in An-
und Abwesenheit von Heparin auf CAR-positiven HelLa-Zellen und CAR-negativen
CHO-Zellen untersucht. Wie sich in Vorexperimenten gezeigt hatte, waren fur eine
Transduktionseffizienz von 80 — 90 % GFP-positiver Zellen im Falle von HelLa 10.000
und im Falle von CHO 25.000 mit wildtypischen Fibern pseudogetypte Viren notig.
Daher wurden in den verschiedenen Experimenten die gleiche Anzahl
pseudogetypter  Viren mit  modifizierten  Fibern  eingesetzt. In  den
Kontrollexperimenten mit CAR-negativen CHO-Zellen unterschieden sich
pseudogetypte Viren mit wildtypischen bzw. V-, SP- oder SPVKY-modifizierten
Fibern nicht in ihrer Transduktionseffizienz. In allen Fallen wurden in Abwesenheit
von Heparin etwa 80 % GFP-positive Zellen detektiert und in Anwesenheit von
Heparin weniger als 1 %. Damit bestatigte dieses Experiment, dass sich die
pseudogetypten Viren qualitativ nicht nur im Hinblick auf die physische Ausstattung
mit Fibern glichen, sondern auch eine vergleichbare Infektiositat besafl3en. Die
Ergebnisse mit HelLa-Zellen zeigten, dass V-modifizierte Viren (etwa 60 % GFP-

positive Zellen) eine nur geringfigig schwéchere Affinitdtt zu CAR besal3en als
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pseudogetypte Viren mit wildtypischen Fibern (etwa 85 % GFP-positiver Zellen).
Dagegen waren die SP-modifizierten und die Ubrigen mehrfach modifizierten
pseudogetypten Viren im Vergleich zum Wildtyp erheblich in ihrer Affinitat zu CAR
herabgesetzt. Der Anteil GFP-positiver Zellen ging in Abwesenheit von Heparin in
allen Fallen auf etwa 10 % zurtick und sank in Anwesenheit von Heparin auf etwa 1
%, was sich durch die Interaktion mit HSPG-Rezeptoren bzw. deren Blockade erklart.
Der Wert von 10 % GFP-positiver Zellen liegt nur geringfligig Uber den etwa 6 %
Transduktionseffizienz, die im Abschnitt 4.1.4.1 in Anwesenheit von konkurrierendem
Knob-Protein im Rahmen der Infektion von HelLa-Zellen mit Ad5.Luc in einer
Verdunnungsreihe erzielt wurde. Der Ruckgang der Transduktionseffizienz in
Anwesenheit von Heparin auf etwa 1 % zeigt, dass keine effektive Infektion tber
CAR mehr stattfindet. Es kann daher gefolgert werden, dass mit der Modifikation
S408E/P409A die Affinitat zu CAR soweit herabgesetzt wird, dass zusatzliche
Modifikationen diesen Effekt nicht weiter verstarken.

Da innerhalb der Knobdoméne neben der Modifikation von Kontaktaminosauren fir
die Interaktion mit CAR zusatzlich Peptide in den HI-Loop im Rahmen des
Retargetings inkorporiert werden sollen, kénnten sich dann zu viele Modifikationen
negativ auf die Integritat der trimeren Fiberstruktur auswirken. Aus diesem Grund
wurde die Modifikation S408E/P409A als Basis fir das anschlieRende Retargeting

ausgewahilt.

5.3 Retargeting

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte ist ein adenoviraler
Vektor, der durch Modifikation der Kontaktaminosauren S408E und P409A nicht
mehr mit CAR interagiert und durch Préainkubation mit Heparin an der
Wechselwirkung mit HSPG gehindert wird, nicht mehr in der Lage in vitro effizient zu
infizieren. Daher wird durch diese Bedingungen ein detargeted Vektor simuliert, auf
dessen Grundlage potentielle spezifische Peptide identifiziert werden kdnnen, die
dem Vektor einen neuen Tropismus verleihen, um so eine gewebsspezifische
Infektion zu ermoglichen, ohne dass Wechselwirkungen mit den beiden nativen
primaren Rezeptoren stéren. Alle bisherigen in der Literatur beschriebenen Anséatze

zur Modifikation des adenoviralen Tropismus durch Retargeting (1.3.3 — 1.3.5)
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wurden hinsichtlich der Tansduktionseffizienz ohne die gleichzeitige Inhibition der
Interaktion mit beiden natlrlichen Rezeptoren analysiert. Es ist somit nicht
auszuschliel3en, dass die dort beobachteten Effekte auf die Transduktionseffizienz -
ahnlich wie beim Zusammenspiel von CAR und HSPG bei Zelltypen die relativ
wenige dieser Rezeptoren exprimieren, wie den mesenchymalen Stammzellen und
glatten Muskelzellen - ebenfalls  durch einen synergistischen Effekt unter
Anteilnahme primarer Rezeptoren vermittelt wird. Zwar wurde von den anderen
Untersuchern  teilweise  die  CAR-Interaktion  durch  Modifikation  von
Kontaktaminosauren unterbunden, allerdings hatten in allen Féllen die getesteten
retargeted Vektoren die Mdglichkeit, zusatzlich mit HSPG zu interagieren. So kann
angenommen werden, dass die dabei erzielten Transduktionseffizienzen durch einen
synergistischen Effekt von HSPG und der spezifischen Wechselwirkung mit
Rezeptoren durch Retargeting-Effekte zustande gekommen sind. Einzig Wickham et
al. verwendeten in ihren Zellbindungs- und Transduktionsstudien mit Ad-Vektoren,
die durch Anfiigung eines Polylysin-Peptids an den C-Terminus der Fiber modifiziert
waren, losliches Fiberprotein und Heparin als Kompetitoren (Wickham et al., 1997).
Es konnte gezeigt werden, dass retargeted Vektoren im Vergleich zum Wildtyp in
vitro um den Faktor 2 — 3 besser an Zellen binden. Allerdings unterschied sich dieser
experimentelle Ansatz von dem hier etablierten System an einem sehr kritischen
Punkt. Die Untersucher prainkubierten die Zellen mit Heparin anstatt wie hier die
Vektoren. Daher hatte das Heparin keinen Interaktionspartner, weil es als HSPG-
Analogon dieses sehr wahrscheinlich selbst nicht inhibiert. Bei der anschlieRenden
Exposition mit Reporterviren bestand also die Mdglichkeit entweder mit zellularen
HSPG oder mit dem Heparin im Zellkulturmedium zu interagieren. Im Gegensatz
dazu wurden hier die Reporterviren direkt mit Heparin prainkubiert, weshalb die
HSPG-Interaktionsbereiche bereits mit Heparin abgesattigt waren, bevor die Zugabe
zu den Zellen erfolgte.

Dmitriev et al. inkorporierten ein RGD-Motiv in den HI-Loop einer wildtypischen Fiber
und kompetierten mit Knob-Protein die Infektion CAR-defizienter RD-Zellen (Dmitriev
et al. 1998). Im Vergleich zum Wildtyp kam es zu einer Steigerung der
Transduktionseffizienz um den Faktor 5 — 10. Hierbei bericksichtigten die
Untersucher den gerade bei CAR-defizienten Zellen signifikanten Einfluss der HSPG
nicht. Es ist daher unklar, in wie weit dieses Motiv die Transduktionseffizienz ohne

die ,Hilfestellung” der HSPG beeinflusst. Ein weiteres entsprechendes Beispiel, bei
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dem die Interaktion mit den HSPG keine Berucksichtigung fand, ist die Publikation
eines HUVEC-spezifischen Epitopes von Nicklin et al. 2001. Diese Untersucher
identifizierten mittels Phage Display ein potentiell fir Endothelzellen spezifisches
Epitop und inkorporierten es in den HI-Loop einer SP-modifizierten Fiber. Im
Vergleich zu Vektoren mit wildtypischen Fibern erreichte der de- und retargeted
Vektor nach Exposition auf HUVEC 50 %, HSVEC 30 % und HepG2-Zellen 3 % der
Transduktionseffizienz, wahrend SP-detargeted Vektoren ohne dieses Peptid
gegenuber allen untersuchten Zelltypen im gleichen Mal3e einen erheblichen
Ruckgang in der Transduktionseffizienz zeigten. Da dieser Rickgang bei
Endothelzellen (und hier insbesondere bei HUVEC) im Vergleich zu den HepG2-
Zellen durch das eingefligte Peptid erheblich kompensiert werden konnte, folgerten
die Autoren, dass dieses Peptid adenoviralen Vektoren eine Spezifitat fir diesen
Zelltyp verleiht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum einen das RGD-Motiv und das HUVEC-
spezifische Peptid sowie verschiedene potentiell fir koronale glatte Muskelzellen
spezifische Epitope, die im Labor Petersen mittels Phage Display identifiziert wurden,
in den HI-Loop einer SP-modifizierten Fiber zwischen die Aminosauren T542 und
G543 eingefugt. Die Abb. 5.4 vermittelt anhand eines Modells der monomeren und
trimeren Knobstruktur einen Eindruck von der exponierten Lage des HI-Loops, der fur
die Insertion und Faltung von eingefiigten Peptiden einen gewissen Spielraum bietet.
Allerdings konnte hier gezeigt werden, dass durch die Einfuhrung eines publizierten,
fur vaskulare glatte Muskelzellen spezifischen Epitops die Integritat der trimeren
Struktur gestort wird. Entsprechend modifizierte Fibern waren nicht mehr in der Lage,
spontan zu trimerisieren und es erfolgte deshalb kein Einbau der Fibern in das
Kapsid, da dieser nur in der trimeren Form mdglich ist. Das Peptid wurde mittels
Phage Display identifiziert und wurde hinsichtlich seiner Spezifitat fur VSMC auf der
Ebene der Phagen-Transduktion beschrieben (Michon et al.,, 2002). Die Autoren
inkorporierten dieses Peptid nicht in die Fiber um es im Kontext adenoviraler
Vektoren zu untersuchen, weshalb dieses Peptid in die Studien hier mit einbezogen
wurde. Das Peptid selbst besteht aus 17 Aminosauren und war damit zwischen 5 und
10 Aminosauren langer als die tUbrigen analysierten Peptide. Jedoch kann die Lange
alleine nicht fir den negativen Einfluss auf die Trimerisierung verantwortlich sein, da
gezeigt werden konnte, dass Peptide aus bis zu 100 Aminosauren in den HI-Loop

eingefiigt werden kdnnen, ohne die Trimerisierung zu beeinflussen (Belousova et al.,
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Diskussion

2002). Ein mdglicher Ansatzpunkt fur eine Erklarung konnte aber die Natur der
Aminosaurereste bieten; von den 17 Resten haben 13 einen hydrophoben Charakter,

was uber 75 % entspricht.

Abb. 5.4: Raumfiillende Modelle der Knobdoméne ohne Wasserstoff- und Heteroatome: Monomere
Form (A) und trimere Form (B-D). (MSD: 1lknb, modifiziert). Die Kontakt-Aminosauren fir die CAR-
Interaktion S408 (rot) und P409 (orange) sowie der HI-Loop (blau) als Ort des Retargetings, wo
zwischen den beiden Aminosauren T542 (griin) und G543 (gelb) Peptide inkorporiert wurden, sind
hervorgehoben. Die Untereinheiten der trimeren Form sind unterschiedlich schattiert. A + B:
Seitenansicht, die unteren Enden weisen in Richtung Virion. C + D: Die Blickrichtung zeigt entlang der
dreifachen Symmetrieachse von oben (C) bzw. unten (D) auf die dem Virion zugewandte Seite (C)
bzw. abgewandte Seite (D).

Mit Ausnahme des VSMC-spezifischen Peptides war es moglich, alle Gbrigen Peptide
erfolgreich in den Hi-Loop einzufiigen und pseudogetypte de- und retargeted Vektoren
herzustellen. Die Analyse der Qualitdt der Viruspraparationen ergab auch hier,
genauso wie im Falle der detargeted Vektoren in Abschnitt 5.2, dass die
pseudogetypten Vektoren phanotypisch mit genauso vielen Fibern ausgestattet waren
wie die Kontrolle Ad5.Luc. Es konnte deshalb angenommen werden, dass mogliche
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Effekte im Hinblick auf Spezifitat und Transduktionseffizienz auf die inkorporierten
Peptide zurickzufihren sind und nicht mit der Qualitdt der Viruspraparation
zusammenhéangen.

Die Analyse der de- und retargeted Viren erfolgte im 2-Komponenten-
Kompetitionssystem. Es wurde neben Heparin auch wildtypisches Knob als
Kompetitor eingesetzt, um der moglichen Gefahr einer Kontamination der
Viruspraparationen mit Adenoviren zu vermeiden, die mit wildtypischen Fibern
ausgestattet sind und die Ergebnisse verfalschen kénnten.

Es konnte so gezeigt werden, dass das von Nicklin et al. publizierte HUVEC-
spezifische Peptid auch eine Spezifitat fur CAEC besitzt. Von allen untersuchten
Zelltypen konnte nur im Falle von CAEC eine signifikant hohere
Transduktionseffizienz detektiert werden (4 % GFP-positive Zellen) als bei Vektoren
die mit wildtypischen Fibern ausgestattet waren (1 % GFP-positive Zellen). Es kann
daher festgehalten werden, dass der fur diese Interaktion verantwortliche und bislang
unbekannte Rezeptor offensichtlich von verschiedenen Typen von Endothelzellen
exprimiert wird. Kein anderes inkorporiertes Epitop war in der Lage diesen Zelltyp
ahnlich effizient zu infizieren wie das HUVEC-spezifische Peptid. Daneben zeigten
Vektoren die das RGD-Peptid enthielten mit 2,5 % GFP-positiver Zellen ebenfalls eine
Spezifitat fur diesen Zelltyp, weshalb gefolgert werden kann, dass die Prasentation
dieses Motives im exponierten HI-Loop eine spezifische Interaktion mit Integrinen
ermdglicht. Andererseits sind die in der Pentonbasis lokalisierten RGD-Motive nicht in
der Lage, ahnlich effektiv mit Integrinen zu interagieren, da ansonsten eine generell
hohere Transduktionseffizienz hatte erwartet werden konnen; zumal in der
Pentonbasis 5 RGD-Motive und in der Knobdoméne des RGD-Vektors dagegen nur 3
RGD-Motive vorhanden sind. Hieraus lassen sich zwei mégliche Erklarungsansatze
ableiten. Zum einen kénnte die Lokalisierung in der Pentonbasis in unmittelbarer Néhe
zum Fiberschaft eine Wechselwirkung aus sterischen Griinden verhindern und zum
anderen konnte erst durch die Steigerung der absoluten Anzahl an RGD-Motiven eine
effiziente Transduktion vermittelt werden. Andererseits hat sich gezeigt, dass die
Deletion des RGD-Motives in der Pentonbasis keinen Einfluss auf die
Transduktionseffizienz hat (Mizuguchi et al., 2002; Martin et al., 2003; Smith et al.,
2003a). Neben Endothelzellen war der RGD-Vektor in der Lage, die
Transduktionseffizienz im Vergleich zum Wildtyp auf allen getesteten Zelltypen zu
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steigern, was im Einklang mit der ubiquitaren Préasenz von Integrinen auf vielen
Zelltypen steht.

Von den mittels Phage Display identifizierten Peptiden, die auf der Ebene der
Phagentransduktion eine potentielle Spezifitat fur glatten Muskelzellen zeigten,
konnten die meisten, im Kontext der adenoviralen Fiber, die Transduktionseffizienz
gegenuber diesen Zellen nicht steigern (Ausnahmen: H-Peptid und O-Peptid). Das
mittels Phage Display identifizierte H-Peptid steigerte, wenn auch nicht so effektiv,
genau wie das RGD-Motiv, die Transduktionseffizienz auf allen untersuchten
Zelltypen. Daher kann angenommen werden, dass dieses Peptid entweder eine
Interaktion mit Integrinen unabhangig vom RGD-Motiv ermdéglicht, oder die
Wechselwirkung mit einem Rezeptor gestattet, der genau wie Integrine auf vielen
Zelltypen prasent ist. Um die Eigenschaften des H-Peptids weiter zu charakterisieren,
waren deshalb vergleichende Infektionsexperimente mit H-Vektoren und RGD-
Vektoren hinsichtlich der Wechselwirkung mit Integrinen nétig. So kénnte geklart
werden, ob das H-Peptid eine Alternative fir den spezifischen Gentransfer in Integrin-
defiziente Zelltypen darstellen kénnte.

Mit dem O-Peptid konnte hier erstmals ein fir koronale glatte Muskelzellen
spezifisches Peptid identifiziert werden, das inkorporiert in den HI-Loop in der Lage
ist, den Gentransfer in diese wichtigen Zielzellen effizient zu steigern. Hierbei war die
erzielte Transduktionseffizienz mit etwa 7 % GFP-positiver Zellen noch hoher als die
mit dem RGD-Motiv erzielten 5 %. Bereits Wickham et al. konnten in ihrer oben
erwahnten Arbeit den Einfluss des RGD-Motives auf den Gentransfer in glatte
Muskelzellen aufzeigen, wobei die Untersucher die entsprechenden Experimente
ohne die gleichzeitige Anwesenheit von Kompetitoren durchfiihrten. Im Hinblick auf
einen auf glatte Muskelzellen ausgerichteten gentherapeutischen Ansatz, hat das hier
identifizierte O-Peptid den Vorteil, nicht wie Integrine auf einer Vielzahl von Zellen
exprimiert zu werden und dabei noch effizienter die Transduktion zu ermdglichen.
Neben glatten Muskelzellen konnte bei keiner der untersuchten Zelltypen ein
gesteigerter Gentransfer beobachtet werden, wéahrend das RGD-Motiv den
Gentransfer in alle Zelltypen steigerte. Um zu klaren, in wie weit der mit dem O-Peptid
interagierende unbekannte Rezeptor neben koronalen glatten Muskelzellen auch von
anderen Typen glatter Muskelzellen exprimiert wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine immortalisierte glatte Muskelzelllinie der Ratte (A7r5) untersucht. Wie gezeigt

werden konnte, vermittelte das O-Peptid auch in diesen Zelltyp einen verstarkten
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Gentransfer. Allerdings waren diese Zellen im Unterschied zu den humanen
Primarzellen sensitiver gegeniber dem RGD-Peptid, was wie im Falle des
Endothelzell-spezifischen Peptids hinsichtlich der unterschiedlichen
Transduzierbarkeit von HUVEC und HSVEC, fur ein unterschiedlich starkes
Expressionsmuster des Rezeptors auf unterschiedlichen glatten Muskelzellen spricht.
Die Tatsache, dass diese Rattenzellen diesen Rezeptor exprimieren, erdffnet die
Maoglichkeit am Tiermodell die transduktionsvermittelenden Eigenschaften des O-
Peptides zu charakterisieren. Um aber letztendlich im Hinblick auf den Einsatz
entsprechender Vektoren in der Gentherapie genauere Aussagen Uber das
Expressionsmuster des O-Peptid-spezifischen Rezeptors treffen zu kbnnen, missten
weitere Experimente mit primaren humanen glatten Muskelzellen anderer Herkunft -
neben koronalen arteriellen Ursprungs - durchgefiihrt werden.

Als Fazit kann daher im Hinblick auf die Spezifitat festgehalten werden, dass es
mittels des hier etablierten 2-Komponenten-Kompetitionssystem maoglich war, durch
Retargeting einen spezifischen Gentransfer auf der Basis von Ad5 zu vermitteln. Im
Hinblick auf die Effizienz des spezifischen Gentransfers wurde unter den gewdahlten
experimentellen Bedingungen in allen Féllen nur eine Transduktionseffizienz von etwa
3 — 7 % erreicht. Dabei wurde jedes mal eine Virusmenge eingesetzt, die ausreichend
war um in Abwesenheit beider Kompetitoren Uber die primaren Rezeptoren eine
Transduktionseffizienz von etwa 90 % zu erreichen. Es ware deshalb im Rahmen
weiterer Studien zu untersuchen, in wie weit eine Erh6hung des Virustiters von
retargeted Vektoren zu einer Steigerung der Transduktionseffizienz Uber die
spezifischen Rezeptoren fihrt. So kénnte dann geklart werden, ob die spezifischen
Rezeptoren von allen Zielzellen in ausreichender Zahl exprimiert werden, um einen

Gentransfer in einem therapeutisch relevanten Mal3 zu erméglichen.
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7. Anhang |

Virale Systeme in der Gentherapie neben Adenoviren:

Onkoretroviren:

Onkoretroviren auf der Basis von Moloney Maus Leukamieviren (MLV) sind die
ersten Vektoren die im Rahmen der Gentherapie eingesetzt wurden. Retroviren sind
RNA-Viren mit einer Packungskapazitat fir Transgene von bis zu 8 kb. Sie sind nur
in der Lage, sich in Teilung befindliche Zellen erfolgreich zu infizieren, da sie ihr
genomisches Material nicht durch die Kernmembran bzw. Kernporen transportieren
konnen. Durch Einfliihrung eines Kernlokalisationssignales in das Matrixprotein des
C-Typ Retrovirus Spleen Nekrosis Virus (SNV), war dieses in der Lage nicht
proliferierende Zellen erfolgreich zu transduzieren (Parveen et al., 2000).
Onkoretroviren besitzen nur ein geringes inflammatorisches Potential und integrieren
ihr in DNA Uberschriebenes genetisches Material in das Genom der infizierten
Wirtszelle. Die Integration findet vornehmlich in transkriptionell aktiven Bereichen
statt, wodurch ein gewisses onkogenes Potential gegeben ist. Ungeachtet dessen
eignen sich Vektoren auf dieser Basis fur Anwendungen, die einen persistierenden
Gentransfer in mitotische Zellen verlangen. Der Tropismus dieser Vektoren wurde
durch Retargeting erweitert. Hierzu wurde das MLV Envelope Glycoprotein mit dem
G-Protein des Vesicular Stomatitis Virus (VSV-G) pseudogetyped, wodurch sich der
Tropismus dieser Vektoren erheblich erweitert hat. Ein weiterer positiver Effekt dieser
Modifikation ist zum einen die Erhdhung der Stabilitdt der viralen Partikel und zum

anderen die Mdglichkeit die Vektoren in hohen Titern aufzukonzentrieren.

Lentiviren:

Die meisten lentiviralen Vektoren wurden auf der Basis von HIV hergestellt. Sie
besitzen eine Packungskapazitat von 8 kb, ein geringes inflammatorisches Potential
und integrieren ihr in DNA umgeschriebenes genomisches Material stabil in das

Genom der Wirtszelle (Gilbert und Wong-Staal, 2001). Genau wie bei den
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onkoretroviralen Vektoren sind viele lentivirale Vektoren mit VSV-G pseudogetyped.
Im Unterschied zu onkoretroviralen Vektoren sind Lentiviren per se in der Lage,
ruhende Zellen erfolgreich zu infizieren. In diesem Zusammenhang konnte allerdings
gezeigt werden zeigen, dass nicht alle ruhenden Zellen, wie beispielsweise
Leberzellen, effizient von lentiviralen Vektoren transduziert werden (Park et al. 2000).
Mittels lentiviraler Vektoren konnte erstmals am Modell des Primaten die erfolgreiche
Behandlung der Parkinson Krankheit durch gentherapeutischen Transfer von GDNF
demonstriert werden (Kordower et al., 2000). Nachteilig fir den Einsatz lentiviraler
Vektoren auf der Basis von HIV-1 ist deren Eigenschaft, genauso wie Onkoretroviren,
ihr Genom bevorzugt in aktiv transkribierte Gene zu integrieren, wodurch sich das

potentielle Risiko der Tumorentstehung erhdht (Schroder et al., 2002).

Herpesviren:

Herpesvirale Vektoren auf der Basis von HSV-1 besitzen unter den viralen Vektoren
mit bis Uber 100 kb die grofte Packungskapazitat. Replikationsdefiziente HSV-1
Vektoren kdonnen bis zu 40 kb Fremd-DNA aufnehmen und Amplikon-Vektoren, die
das HSV-1 Packungssignal und den HSV-1 ,Origin of Replication* enthalten, kénnen
Uber 100 kb DNA aufnehmen. So konnte mittels herpesviraler Amplikons in vitro
humane Hypoxanthin Phosphoribosyltransferase mit einer GroBe von 115 kb
erfolgreich exprimiert werden (Wade-Martins et al.,, 2001). HSV-1 besitzt einen
ausgesprochenen Neurotropismus, daher finden diese Vektoren Anwendung bei
neuropathologischen Erkrankungen. HSV-1 integriert seine DNA nicht in das Genom
der Wirtszelle, sondern liegt in episomaler Form vor. In Neuronen kdénnen HSV-1
Vektoren dauerhaft persistieren und ihr Transgen exprimieren, wahrend in anderen
Zelltypen nur eine transiente Transgenexpression stattfindet (Burton et al., 2001).

HSV-1 kodiert eine Reihe von Proteinen, die im Rahmen der Virusreplikation in
postmitotischen Zellen eine Rolle spielen. Diese Proteine besitzen eine Homologie zu
zellularen Enzymen wie Thymidinkinase und Ribonukleotidreduktase. Diese Enzyme
liegen in der G1/S-Phase des Zellzyklus vor und werden ebenfalls in Krebszellen
dauerhaft exprimiert. Dagegen werden sie in ruhenden Zellen nicht exprimiert. HSV-1

mit Mutationen in den entsprechenden viralen Genen sollten sich daher effizient in
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Tumorzellen replizieren. Dieser Effekt konnte mittels ,replikationsdefizienten* HSV-1

Vektoren in der Tumortherapie gezeigt werden (Chase et al., 1998).

AAV:

Diese Einzelstrang-DNA Viren besitzen mit weniger als 5 kb von allen viralen
Vektoren die geringste Packungskapazitat. Der als gentherapeutischer Vektor am
meisten verwendete Subtyp ist AAV-2. Durch Pseudotyping kann die AAV-2 Vektor-
DNA mit Kapsiden anderer Subtypen verpackt werden, wodurch sich der Tropismus
dieser Vektoren erheblich erweitert (Grimm und Kay, 2003). Eine weitere positive
Eigenschaft dieser Vektoren besteht darin, dass sie weder inflammatorisch noch
pathogen sind.

Die genetische Information dieser Viren wird zu weniger als 10 % in das Genom der
Wirtszelle integriert und der Grol3teil der Genexpression erfolgt von peristierenden
Episomen, wie am Beispiel von Hepatozyten gezeigt konnten (Nakai et al. 2001).
Dartber hinaus wurde beobachtetet, dass die Integration der Vektor-DNA von AAV
gewohnlich mit der Reorganistation in Verbindung mit Deletionen und
Translokationen chromosomaler DNA assoziiert ist (Miller et al. 2002). Daher ist die
Verwendung von AAV als integrierender Vektor nicht optimal. Ein weiterer Nachteil
ergibt sich aufgrund der Tatsache, dass diese Vektoren nur eine maximale Kapazitat
von 2,4 kb fur ein Transgen bieten und deshalb der Einsatz dieser Viren durch die
GroRe des therapeutischen Genes limitiert ist. Allerdings konnte dieser Umstand
dadurch umgangen werden, indem das Transgen auf zwei Vektoren aufgeteilt und
ein Gemisch beider AAV-Vektoren appliziert wurde (in vivo-Konkatemerisierung)
(Duan et al. 2000).
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7. Anhang Il
Adenovirale Vektoren:

Vektoren der ersten und zweiten Generation:

Bei adenoviralen Vektoren der ersten Generation ist das E1-Gen deletiert. Dartber
hinaus kann in diesen Vektoren das E3-Gen teilweise oder ganz deletiert sein (Bett
et al., 1994). Die Expression des E1-Gens ist abhangig von zellularen Aktivatoren.
Die E1-Genprodukte dienen zum einen als Aktivator fir die Expression der anderen
frihen Gene E2 bis E4 und zum anderen als Modulatoren der zellularen
Genexpression und Proliferation (Akusjarvi 1993; Flint und Schenk 1997). Durch die
Entfernung des E1-Genes sind diese Vektoren replikationsdefizient und in ihrem
onkogenen Potential retardiert. Das E3-Gen kodiert fur verschiedene Proteine die
inhibitorisch auf apoptotische Prozesse wirken (Wold et al.,, 1995 und 1999). Die
replikationsdefizienten Viren werden in Helferzellen wie 293 oder 911 bzw. PER.C6
propagiert, die stabil mit dem E1-Gen transfiziert sind (Graham et al., 1977; Fallaux
et al.,, 1996 und 1998). Die Deletion des E1-Genes fuhrt allerdings nicht zu einer
vollstdndigen Suppression der Expression nachgeschalteter Gene (Jones et al.,
1979; Schaack 2005). Am Tiermodell konnte gezeigt werden, dass diese
.Basalexpression® zu einer zellularen Immunreaktion fuhrt, in deren Verlauf die
transfizierte Zelle eliminiert wird. Entsprechend ist die Expression des Transgens bei
Vektoren der ersten Generation in einem immunkompetenten Organismus zeitlich
sehr limitiert und nach zwei bis drei Wochen nicht mehr nachweisbar (Wang et al.,
1994).

Bei Vektoren der zweiten Generation sind neben E1/3 die frihen Gene E2A, E2B
und E4 deletiert. Hierdurch erhéht sich zum einen die Packungskapazitat und zum
anderen ist die Immunogenitat durch eine Reduktion der ,Basalexpression” im
Vergleich zu Vektoren der ersten Generation weiter herabgesetzt (Amalfitano et al.,
1998).
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Gutless (helferabhéangige)-Vektoren:

Diese Vektoren enthalten vom urspringlichen Ad-Genom nur noch die cis-aktiven
Bereiche, die Inverted Terminal Repeats und das Packungssignal v, die fir die
Initation der DNA-Replikation und die Verpackung der Vektor-DNA in die Kapside
notwendig sind. Hieraus ergibt sich eine Steigerung der Packungskapazitat auf bis zu
37 kb (Mitani et al.,, 1995; Kochanek, 1999a, 1999b; Kochanek et al., 2001). Die
Propagierung dieser Vektoren ist abh&ngig von El-exprimierenden Helferzellen.
Diese werden mit den Gutless-Vektoren und gleichzeitig mit Helferviren transduziert.
Die Helferviren stellen bis auf E1 alle andenoviralen Genfunktionen, einschlief3lich
der Strukturgene in trans zur Verfigung (Volpers und Kochanek, 2004). Im Vergleich
zu Vektoren der ersten und zweiten Generation ist die Immunogenitat von Gutless-
Vektoren weiter reduziert (Morral et al., 1997; Morsy et al., 1998). Hierdurch erhéht
sich die Zeitdauer der Transgenexpression im transfizierten Gewebe. So konnte
gezeigt werden, dass Gutless-Vektoren noch ein Jahr nach Applikation in der
Mausleber ihr Transgen exprimieren. Daher eignen sich Vektoren dieses Typs
insbesondere fuir Anwendungen, bei der eine mdglichst lange Transgenexpression

erwinscht ist (Schiedner et al., 1998).

Onkolytische Ad-Vektoren:

Ein idealer onkolytischer Vektor sollte sich speziell in Tumorzellen vermehren,
weitere Tumorzellen infizieren und so den Tumor eliminieren. Bei einer
unspezifischen Aufnahme in gesundes Gewebe sollten diese Vektoren nicht in der
Lage sein zu replizieren. Viele Tumorzellen besitzen Mutationen in den fur die
Kontrolle des Zellzyklus wichtigen Genen p53 und/oder pRb. ONYX-015 ist ein
konditional replizierender Vektor, der eine Mutation im Gen fur das 55 kDa E1B-
Protein tragt. Dieses Protein bindet und inaktiviert p53, wodurch letztendlich der
Zellzyklus aktiviert wird. ONYX-015 sollte sich daher in p53-defizienten Tumorzellen
effizient vermehren und die Tumorzelle lysieren, wahrend in p53-positiven Zellen
keine produktive Vermehrung stattfinden sollte. Die Féahigkeit von ONYX-015 im
Rahmen der Tumortherapie die Tumormasse signifikant zu reduzieren, wurde in

Verbindung mit den Chemotherapeutika Cisplatin und 5-Fluoruracil gezeigt (Khuri et
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al., 2000). Eine entsprechende Therapie unter Verwendung von ONYX-015 ohne den
kombinierten Einfluss von Chemotherapeutika war bislang nicht erfolgreich. Neben
ONYX-015 wurden Vektoren mit einer zusatzlichen Deletion im Bereich der Rb-
Bindedomane CR2 des E1A-Gen hergestellt. Diese Vektoren sollten dann nur noch
speziell in pRB-negativen Tumorzellen replizieren (Heise et al., 2000; Fueyo et al.,
2000).

Transkriptionelles Targeting

Ein ganz anderer Ansatz um speziell Tumorzellen mittels Ad-Vektoren zu
eliminierenden basiert auf dem sogenannten transkriptionellen Targeting. Hierbei
wird die Expression von E1A und E1B unter die Kontrolle eines fur Tumore
spezifische Promotoren und Enhancer gestellt wird. Die Funktionalitat dieses Prinzips
konnte im Zusammenhang mit Prostatakrebs mit Vektoren, die mit PSA-Promotoren
oder Probasin-Promotoren ausgestattet waren, gezeigt werden (Chen et al., 2001).
Der replikationsdefiziente Ad-Vektor Gendicine tragt im deletierten E1-Bereich das
Gen fur p53 unter der Kontrolle des Rous Sarkoma Virus Promotors. Dieser Vektor
wird in China erfolgreich bei der Behandlung verschiedener Krebserkrankungen
eingesetzt (Peng et al., 2005). Auf der Basis von p53 werden zur Zeit weitere
klinische Studien zur Behandlung von Gehirntumoren, Glioma, Lungenkrebs,
Blasenkrebs und Eierstockkrebs mit und ohne gleichzeitige Chemo- oder
Radiotherapie durchgefihrt (Vecil und Lang, 2003; Lang et al., 2003; Swisher et al.,
2003; Pagliaro et al., 2003). Andere E1-deletierte Vektoren exprimieren das Prodrug-
aktivierende Suizid-Gen HSV-Thymidinkinase. Entsprechende Studien bei der
Behandlung von Gliomen und Prostatakrebs zeigen vielversprechende Ergebnisse
(Germano et al., 2003; Immonen et al., 2004; Teh et al., 2004).
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7. Anhang lll

Eigenschaften der frihen Genprodukte:

Protein  MW/AS IP Funktion Interaktionen Literatur
Untereinheit des Proteasomen- Durch die Interaktion mit Sugl kann p53 nicht
Sugl |Komplexes zur Proteolyse von p53 degradiert werden und wird hierdurch stabilisiert. Grand et al., 1999
Brehm et al., 1998
Bindung an RB105, p107, p130: Mitoseinduktion, Zantema & van der Eb,
Rb Tumorsupressorproteine Immortalisierung 2000
TBP Bindung an das TATA-Bindende-Protein (TBP) und
+ TBP assoziierten Proteinen (TAF’s), hierdurch
TAF’s |Initation der Transkription Beeinflussung der Regulation der Transkription Mazzarelli et al., 1997,
Uber Bindung des C-terminalen Motives PLDLS an
das Protein CtBO kann dieses nicht mehr mit Rb
CtBP __|Ko-Repressor der Transkription interagieren. Meloni et al., 1999
Durch Bindung an p300/CBP-Proteine wird die Look et al., 1998;
Aktivierung des Transaktivators STAT-1 inhibiert. McDonald & Reich 1999;
Notwendig zur Induktion einer AufRerdem wird die durch Kaspase vermittelte Paulson et al., 1999;
STAT-1|Interferon-Antwort Induktion der Apoptose inhibiert. Putzer et al., 2000
Familie von Transaktivatoren, die Durch Bindung an p300/CBP-Proteine werden deren |Arany et al. 1995; Jones
Schlusselprozesse der Transkription  |transaktivierenden Eigenschaften beeinflusst, 1995; Dorsman et al.
p300  |und des Zellzyklus regulieren. wodurch es zur Induktion des Zellzyklus kommt. 1997; Lipinski et al. 1999
Paulson et al., 1999;
Durch Bindung an pCAF wird die Putzer et al., 2000;
Durch Acetyltransferase-Aktivitat Nukleosomenstruktur moduliert, was sich auf die Hamamori et al., 1999;
pCAF _|Steuerung der Nukleosomenstruktur  |Transkription auswirkt. Perissi et al., 1999
Das Protein UBC9 Bestandteil des Durch die Interaktion mit UBC9 wird die Modifikation [Desterro et al.,1999;
enzymatischen SUMO- und Stabilitat von SUMO beeinflusst, was sich auf  |Hateboer et al., 1996;
E1A 12S 26 kDa 243 AS UBC9 |[Stoffwechselweges. die Stabilitat von p53 auswirkt. Rodriguez et al., 1999
+ Durch die Interaktion mit Sur2 wird die Transkription
E1A 13S 40 kDa 289 AS |sur2  |Sur2 ist ein Muli-Proteinkomplex viraler Gene aktiviert. Boyer et al.,1999
Blockade der p53-abhangigen Als Homolog von Bcl-2 wirkt es der Apoptose Chiou et al., 1994a und
Bcl-2  |Apoptose entgegen. 1994b; Han et al., 1996
E1B19K  20kDa Rolle bei der DNA-Replikation Hu und Hsu, 1997
van den Heuvel et al.,
Transaktivator der letztendlich die 1990; Braithwaite et
Arretierung der Zelle in G1-Phase Durch direkte Bindung an p53 wird die Ausbildung [al.,1991; Chumakov und
p53 bewirkt und Apoptose induzieren kann _|[funktioneller Tetramere inhibiert. Koeffler, 1993.
Harada und Berk, 1999;
Horridge und Leppard,
1998.; Gonzalez et al.,
E1B 55K 55 kDa Regulation der Transkription und des RNA-Transportes zusammen mit E4/34 kDa 2006
Prelich und Stillman,
E2A 72 kDa Bindet an einzelstrangige DNA und Rolle bei Replikation 1986
80 kDa Vorlauferprotein (pTP) des terminalen Proteins (TP, 55 kDa), Primer der Replikation
E2B 140 kDa DNA-Polymerase Hay etal., 1995
E3-gp 19k 19 kDa Verringerung von MHC-I auf der Zelloberflache Bennett et al., 1999
Wold & Chinnadurai,
E3-14.7K 14,7 kDa Reduktion der Sensitivitat gegeniiber TNF-vermittelter Apoptose 2000
E3-10.4K 10,4 kDa
+ Inhibition der TNF-vermittelten Apoptose durch Inaktivierung bzw. Internalisierung der TNF- Wold & Chinnadurai,
E3-14.5K 14,5 kDa Rezeptoren und der Degeneration von Fas 2000
E3-11.6K 11,6 kDa "Adenovirus-Death-Protein" (ADP) bewirkt die Zelllyse und Freisetzung der viralen Partikel Tollefson et al., 1996
E3-6.7K 6,7 kDa
+
E3-12.5K 12,5 kDa Funktion beider Proteine bislang unbekannt Bett et al., 1995
E4-ORF1 125 AS Induktion von Mammatumoren bei Ad9-infizierten Nagern
E4-ORF2 17 kDa/136 AS Zytoplasmatisches Protein mit unbekannter Funktion
E4-ORF3 11 kDa Regulation des mRNA-Transport zusammen mit E4-ORF6 und E1B/55 kDa Weigel und Dobbelstein,
2000; Boyer et al.,
. b o o 1999a; Goodrum und
E4-ORF4 14 kDa Inhibition von E1A; Aktivierung von E2F; Bindung an DNA Proteinkinasen (PK) Ornellses, 1999; Weiden
E4-ORF6 34 kDa Regulation des mRNA-Transport zusammen mit E4-ORF6 und E1B/55 kDa; Bindung an DNA PK _[und Ginsberg, 1994;

E4-ORF6/7 17 kDa

Modulation der E2F-Aktivitéat

Halbert et al., 1985;

Mannervik et al., 1999

Abb. 7.1: Eigenschaften und Funktionen der adenoviralen frihen Gene E1-E4 in tabellarischer
Form. IP= Interaktionspartner.(in Anlehnung an Russell, 2000; modifiziert und erweitert)
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7. Anhang IV

Ergebnisse der Ad5.Luc-Kompetitionsexperimente mit Heparin und

Knob in vitro

Die im Abschnitt 4.1.4.1 in der Abb. 4.5 zusammengefassten Ergebnisse aus den
Kompetitionsexperimenten sind hier fur jede Zelllinie einzeln gezeigt. In jeweils 4
parallelen Ansatzen wurden die Zellen in Abwesenheit von Kompetitoren, in
Anwesenheit von Knobprotein bzw. Heparin sowie in Anwesenheit beider
Kompetitoren mit Ad5.Luc infiziert und die Reportergenexpression quantifiziert. Die
Reportergenexpression aus Infektionen ohne Kompetitoren wurde mit 100 %
gleichgesetzt und die Reportergenexpression aus den Infektionen mit Kompetitoren
hierauf bezogen. Die dargestellten Ergebnisse sind die Mittelwerte aus 3
unabhangigen Experimenten. Zur besseren Darstellung ist in den einzelnen

Graphiken die Skalenh6he dem jeweiligen Messbereich angepasst.

Mesenchymale Stammzellen

MSC
8%

6% -

——

4% -

2%

WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin

Von allen untersuchten Zelltypen am schlechtesten infizierbar.

Beide Rezeptoren vermitteln die Infektion ausgesprochen synergistisch.
HSPG spielen eine groRRere Rolle als CAR.

in vitro sind keine weiteren effizienten primaren Rezeptoren verfligbar.
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Glatte Muskelzellen:

SMC ATr5
12% -+

HH

16% -

8% - 12% +—

8% -
4%
4% -

o S o

WT-Knob ~ Heparin ~ WT-Knob WT-Knob ~ Heparin ~ WT-Knob
und Heparin und Heparin

e Die Infektion glatter Muskelzellen wird von Ad5 durch Knobprotein und Heparin
gattungsibergreifend in vergleichbarer Weise kompetiert, daher kann von einem ahnlichen
Expressionsmuster der primaren Rezeptoren bei diesen Zellen ausgegangen werden

e Beide Rezeptoren vermitteln die Infektion ausgesprochen synergistisch.

e HSPG spielen eine grol3ere Rolle als CAR, insbesondere bei humanen Primérzellen.

e invitro sind keine weiteren effizienten primaren Rezeptoren verfugbar.

Priméare Endothelzellen:

EC
60% -

40% -

20% -+

0% T T

WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin

HH

e Fir die Infektion von Endothelzellen sind weniger Partikel pro Zelle notwendig als fir die
Infektion glatter Muskelzellen.

e Endothelzellen sind als moderat CAR-exprimierend beschrieben.

e Die Anzahl an CAR st ausreichend, den Ausfall der HSPG-Interaktion besser zu
kompensieren als in Stammzellen und glatten Muskelzellen.

e Die Infektion von Endothelzellen wird maf3geblich von CAR vermittelt.

e invitro sind keine weiteren effizienten primaren Rezeptoren verfugbar.
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Anhang

CAR-defiziente Dauerzellen: CHO

CHO
100% -

80% -

60% -

40% -

20% -

0% . D e —— I
WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin

o Die Infektion CAR-negativer CHO-Zellen erfolgt ausschlief3lich durch die HSPG-
Interaktion.

CAR-positive Dauerzellen:

HelLa Cos7
80% - 80% -
60% - 60% -
40% 40% -
20% - 20% - T
L -
0% T T 1 0% T T r—l 1
WT-Knob Heparin WT-Knob WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin und Heparin
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Anhang

HEK
80%
60% -
40% +
20% -
0% -
WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin
911
90% -
60% -
30%
0% -
WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin

293T
80%
60%
40% -+
20% -
0% I I I
WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin
HepG2
80%
60%
40% -
20% +
T
N
0%
WT-Knob Heparin WT-Knob
und Heparin

Der Einfluss der HSPGs auf die Infizierbarkeit CAR-positiver Dauerzellen (und CAR-positiver
primarer Endothelzellen) ist nur sehr moderat. Heparin kann die Reportergen-Expression nur

um 20 — 40 % reduzieren.

Die Prasenz von CAR bestimmt im wesentlichen die Infizierbarkeit dieser Zellen.
in vitro sind keine weiteren effizienten priméaren Rezeptoren verfligbar.
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7. Anhang V

Der Vektor pQE30-Ad5 Knob

PT5 - lac O - lac © - RBS -{ATG | G-
|

* pQE30 - -

pQE-31  AC
pRE32 -G

,_&F

L

= pQE-30, pQE-31,

0 pQE-32

3.4kb

N

Col E

Abb. 7.2: vektorkarte des prokaryotischen Expressionsvektors pQE-30 (Qiagen). Die DNA-Sequenz
von Knob ist iber BamHI und Hindlll in den pQE-30 Vektor kloniert.

Nukleotidsequenz/Aminosauresequenz der 22. Wiederholung des Schafts und der

Knobdoméne; die Aminosauren die im Detargeting modifiziert wurden sind rot
hinterlegt.

BamHI GGA TCC ggt gcc att aca gta gga aac aaa aat aat gat aag cta
G A I T I G N K N D D K L
act ttg tgg acc aca cca gct cca tct cct aac tgt aga cta aat

T L w Tt 17T P D P B B N C R L N

gca gag aaa gat gct aaa ctc act ttg gtc tta aca aaa tgt ggc
A E K D A K L T L \Y L T K C G
agt caa ata ctt gct aca gtt tca gtt ttg gct gtt aaa ggc agt
S Q | L A T Vv S \Y L A G S
ttg gct cca ata tct gga aca gtt caa agt gct cat ctt att ata
L A P 1 S G T V Q S

A H L 1 1
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aga

CCa

gcc

cCa

gtt

aca

tac

aat

caa

Q

Tttt

gaa

tat

aaa

tac

cta

tct

gaa

gaa
E

gac

tat

aca

tct

tta

aac

atg

ata

*

gaa aat

tgg aac

aac gct

cac ggt
G

aac gga
G

ggt aca

G
tca ttt
ttt gcc

F A

GCTT

gga
G
Tttt
gtt
aaa
gac
cag
tca

aca
T

gtg
aga
gga
G
act
aaa
gaa
tgg
W

tcc
S

cta

aat

ttt

gcc

act

aca

gac

tct
S

cta
gga
atg
aaa
aaa
gga
G
tgg
W

tac
Y

aac

gat

cct

agt

cct

gac

tct

act
T

aat

ctt

aac
aac
gta
aca
ggc
G

ttt
E

tcc

act

cta

att

aca

act

cac

tca
S

ttc

gaa

tca

gtc

cta

CCa

aac

tac
Y

ctg

ggc

gct

agt

acc

agt

tac

att
1

gac

aca

tat

caa

att

gca

att

gcc
A
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7. Anhang VI
Der Vektor pcDNA3.1(+) mit einklonierter TPL- und Fibersequenz

Kpnl - 921 - G_GTAC'C

fiber in pcDNA3.1(+)
8269 bp

BamHI - 2057 - G'GATC_C
EcoRI-2080-G'AATT_C

Xbal - 3832 - T'CTAG_A

Abb. 7.3: Der -eukaryotische Expressionsvektor pcDNA3.1(+) mit
einklonierter TPL- und Fibersequenz. Die komplette Ad5 Fibersequenz ist
Uber die Restriktionsschnittstellen EcoRI und Xbal in den Vektor einkloniert.
Zusatzlich ist Uber Kpnl und BamHIl eine dreiteilige adenovirale
Fuhrungssequenz (TPL) einkloniert. Unten ist die DNA-Sequenz des
einklonierten Fragments angegeben.(Nach Sonja Matt, Diplomarbeit 2006)

Nukleotidsequenz der TPL und des Fibergens (komplett):

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

GCCAGCTGTT

GCTAAGATTG

CCGCGGTGAT

ATCTTTTTGT

CAGCAACTTG

GCTCCTTGGC

CATTCGGGAA

ACCGCGGTTG

GTAGGCGCTC

GGCGGTAGGG

Kpnl
GGTA

GGGGTGAGTA
TCAGTTTCCA
GCCTTTGAGG
TGTCAAGCTT
GCGATGGAGC
CGCGATGTTT
AGACGGTGGT
TGCAGGGTGA
GTTGGTCCAG

GGTCTAGCTG

CCACTCTCTT

CTCCCTCTGA

AAAACGAGGA

GTGGCCGCAT

GGTGGCAAAC

GCAGGGTTTG

AGCTGCACGT

GCGCTCGTCG

CAAGGTCAAC

CAGAGGCGGC

CGTCTCGTCC

CCGCATCGCT

AAAGCGGGCA

GGATTTGATA

CCATCTGGTC

GACCCGTAGA

GTTTTTGTCG

ATTCGCGCGC

GGCACCAGGT

GCTGGTGGCT

CGCCCTTGCG

GGGGGGTCTG

GTCTGCGAGG

TGACTTCTGC

TTCACCTGGC

AGAAAAGACA

GGGCGTTGGA

CGATCGGCGC

AACGCACCGC

GCACGCGCCA

ACCTCTCCGC

CGAGCAGAAT

CGTCCACGGT
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1451

1501

1551

1601

1651

1701

1751

1801

1851

1901

1951

2001

2051

2101

2151

2201

2251

2301

2351

2401

2451

2501

2551

2601

2651

2701

2751

2801

2851

2901

2951

3001

AAAGACCCCG

GCAAGTCTAG

GGGTTGAGTG

CATGCCGCAA

ATGTAGGGTA

AGTTCGTGCG

CTGCTCTGCT

ATATGGTTGG

GCGTCACGCA

GGCGGTGACC

TGTCATACTT

AACTCTTCGC

BamH1

CGAACGGGAT

CCGTCTGAAG

TCCTCCAACT

TTCAAGAGAG

GTTACCTCCA

GGACGAGGCC

CTCTCAAAAA

ACAGTTACCT

CGCGGGCAAC

ACTCCAAACT

AAGCTAGCCC

CCTTACTATC

GCATTGACTT

AAGTACGGGG

AGCAACTGGT

TTACTGGAGC

GCAGGAGGAC

TAGTTATCCG

GCCCTCTTTT

GGCCTTTACT

GGCAGCAGGC

CGCCTGCTGC

GGGGACCCCA

ATGTCGTAAA

GCATCTTCCA

AGGGAGCGAG

CGGAAGACTA

ACGCTGGAAG

CGAAGGAGGC

TGCACGTCTA

ATCCTGTCCC

GGTCTTTCCA

CCACTAGTCC

ATACCTTCAA

GTGCCTTTTC

TCCCCCTGGG

ATGGCATGCT

GGCAACCTTA

AACCAAGTCA

CAGAAGCCCT

ACACTCACCA

TAGCATTGCC

TGCAAACATC

ACTGCCTCAC

GAAAGAGCCC

CTCCTTTGCA

CCAGGTGTGA

CTTGGGTTTT

TAAGGATTGA

TTTGATGCTC

TATAAACTCA

TGTTTACAGC

GCGCGTCGAA

CATGCGCGGG

TGGCATGGGG

CGTAGAGGGG

CCGCGGATGC

GAGGTCGGGA

TCTGCCTGAA

ACGTTGAAGC

GTAGGAGTCG

GGGCGCAGTA

TTTTTTTTCC

GTACTCTTGG

GTAGTCTATC

CGGCAAGCGC

TGGGTGAGCG

CTCTCTGAGT

TGGCGCGCAC

CCGAGGTTGC

GATGGCATGT

TGGCGTCTGT

CGCAGCTTGT

GTCCAGGGTT

ACAGCTCGCG

ATCGGAAACC

EcoRl1

AGTGTGGTGG

CCCCGTGTAT

TTACTCCTCC

GTACTCTCTT

TGCGCTCAAA

CCTCCCAAAA

AACATAAACC

AACTGTGGCT

TGCAATCACA

ACCCAAGGAC

AGGCCCCCTC

CCCCTCTAAC

ATTTATACAC

TGTAACAGAC

CTATTAATAA

GATTCACAAG

TTCTCAAAAC

AAAACCAACT

GCCCACAACT

TTCAAACAAT

AATTCATGAA

CCATATGACA

CTTTGTATCC

TGCGCCTATC

ATGGGCAACG

TGTAACCACT

TGGAAATATC

GCCGCCGCAC

GGCCCCGCTA

CCCTCACAGT

ACCACCACCG

TACTGCCACT

AAAATGGAAA

GACCTAAACA

TACTTCCTTG

GCAATATGCA

AGACGCCTTA

AAATCTAAGA

TGGATATTAA

TCCAAAAAGC

TTGCATCCTT

GCGCTCGTAT

CGGAGGCGTA

ATTCCAAGAT

GTAATCGTAT

TACGGGCGGG

GAGTTGGATG

GAGACCTACC

TGACCAGCTC

TCCTTGATGA

GTTGAGGACA

CGTCGGCCTC

GCGCGCAAGA

CGGAAACCGG

CCCAATGGGT

CGAACCTCTA

GCCTCTCTCT

GTGAGCCCAC

TGCACCCCTC

CTCTAATGGT

ACCGTGCACG

GTCAGAAGGA

ATAGCAGTAC

GGTAGCTTGG

ACTAGGACTA

CTTTGACCGT

CAAACTAAAG

ACTTAATGTA

TACTTGATGT

CTAGGACAGG

CTACAACAAA

TTGAGGTTAA
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3051

3101

3151

3201

3251

3301

3351

3401

3451

3501

3551

3601

3651

3701

3751

3801

CCTAAGCACT

ATGCAGGAGA

CCCCTCAAAA

TATGGTTCCT

TTACAGTAGG

GCTCCATCTC

TTTGGTCTTA

TGGCTGTTAA

CATCTTATTA

CCTGGACCCA

CAGCCTATAC

AAATCTCACG

AAACGGAGAC

CACAGGAAAC

TGGGACTGGT

TTACACTTTT

GCCAAGGGGT

TGGGCTTGAA

CAAAAATTGG

AAACTAGGAA

AAACAAAAAT

CTAACTGTAG

ACAAAATGTG

AGGCAGTTTG

TAAGATTTGA

GAATATTGGA

AAACGCTGTT

GTAAAACTGC

AAAACTAAAC

AGGAGACACA

CTGGCCACAA

TCATACATTG

TGATGTTTGA

TTTGGTTCAC

CCATGGCCTA

CTGGCCTTAG

AATGATAAGC

ACTAAATGCA

GCAGTCAAAT

GCTCCAATAT

CGAAAATGGA

ACTTTAGAAA

GGATTTATGC

CAAAAGTAAC

CTGTAACACT

ACTCCAAGTG

CTACATTAAT

CCCAAGAATA

CGCTACAGCC
CTAATGCACC
GAATTTGATT
TTTTGACAGC
TAACTTTGTG
GAGAAAGATG
ACTTGCTACA
CTGGAACAGT
GTGCTACTAA
TGGAGATCTT
CTAACCTATC
ATTGTCAGTC
AACCATTACA
CATACTCTAT
GAAATATTTG

Xbal
ATCTAGA

ATAGCCATTA

AAACACAAAT

CAAACAAGGC

ACAGGTGCCA

GACCACACCA

CTAAACTCAC

GTTTCAGTTT

TCAAAGTGCT

ACAATTCCTT

ACTGAAGGCA

AGCTTATCCA

AAGTTTACTT

CTAAACGGTA

GTCATTTTCA

CCACATCCTC

164



7. Anhang VI

Ergebnis der Sequenzanalyse zur Identifikation des SCMV-Promotors und des

GFP-Reportergens aus pCSGFP3. (Zur Verfigung gestellt von AG Holstein)

Alignment: Simian cytomegalovirus major immediate early transcription unit
(Length=11860) 942nts

ACCESSION U38308 L06819 M16019 U18245

SCMV/GFP1

Query 389  AGCCAATTCAATATGGCGTATATGGACTCATGCCAATTCAATATGGTGGATCTGGACCTG 448

LR e e e e e e e e e e e e el
SCMV 3879 AGCCAATTCAATATGGCGTATATGGACTCATGCCAATTCAATATGGTGGATCTGGACCTG 3938

Query 449  TGCCA 453

il
SCMV 3939 TGCCA 3943

SCMV/GFP2

Query 4 TATGGACTCATGCCAATTCAATATGGTGGATCTGGACCTGTGNCAATTCAATATGGCGTA 63

PEELLRRRE TR e e e e ey el
SCMV 3899 TATGGACTCATGCCAATTCAATATGGTGGATCTGGACCTGTGCCAATTCAATATGGCGTA 3958

Query 64 TATGGACTCGTGCCAATTCAATATGGTGGATCTGGACCCCAGCCAATTCAATATGGCGGA 123

PEEELRRR R e e e e e e et
SCMV 3959 TATGGACTCGTGCCAATTCAATATGGTGGATCTGGACCCCAGCCAATTCAATATGGCGGA 4018

Query 124  CTTGGCACCATGCCAATTCAATATGGCGGACCTGGCACTGTGCCAACTGGGGAGGGGTCT 183

IR e e e e e e e e e el
SCMV 4019 CTTGGCACCATGCCAATTCAATATGGCGGACCTGGCACTGTGCCAACTGGGGAGGGGTCT 4078

Query 184  ACTTGGCACGGTGCCAAGTTTGAGGAGGGGTCTTGGCCCTGTGCCAAGTCCGCCATATTG 243

RNy
SCMV 4079 ACTTGGCACGGTGCCAAGTTTGAGGAGGGGTCTTGGCCCTGTGCCAAGTCCGCCATATTG 4138

Query 244  AATTGGCATGGTGCCAATAATGGCGGCCATATTGGCTATATGCCAGGATCAATATATAGG 303

N RN RN RNy
SCMV 4139 AATTGGCATGGTGCCAATAATGGCGGCCATATTGGCTATATGCCAGGATCAATATATAGG 4198

Query 304  CAATATCCAATATGGCCCTATGCCAATATGGCTATTGGCCAGGTTCAATACTATGTATTG 363

PEEERRRE R e e e e e e e e e el
SCMV 4199 CAATATCCAATATGGCCCTATGCCAATATGGCTATTGGCCAGGTTCAATACTATGTATTG 4258

Query 364  GCCCTATGCCATATAGTATTCCATATATGGGTTTTCCTATTGACGTAGATAGCCCCTCCC 423

PR e e e e e e et
SCMV 4259 GCCCTATGCCATATAGTATTCCATATATGGGTTTTCCTATTGACGTAGATAGCCCCTCCC 4318

Query 424  AATGGGCGGTCCCATATACCATATATGGGGCTTCCTAATACCGCCCATAGCCACTCCCCC 483

LR E R e e e e e il
SCMV 4319 AATGGGCGGTCCCATATACCATATATGGGGCTTCCTAATACCGCCCATAGCCACTCCCCC 4378
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SCMV/GFP3

Query 28 TTCCATATATGG--TTTCCTATTGACGTAGATAGCCCCTCCCAATGGGCGGTCC-ATATA 84

PELLRERREEnl T ee e e il
SCMV 4277 TTCCATATATGGGTTTTCCTATTGACGTAGATAGCCCCTCCCAATGGGCGGTCCCATATA 4336

Query 85 CCATATATGGGGCTTCCTAATACCGCCCATAGCCACTCCCCCATTGACGTCAATGGTCTC 144

PEEEREE R e e e e e il
SCMV 4337 CCATATATGGGGCTTCCTAATACCGCCCATAGCCACTCCCCCATTGACGTCAATGGTCTC 4396

Query 145  TATATATGGTCTTTCCTATTGACGTCATATGGGCGGTCCTATTGACGTATATGGCGCCTC 204

EEEERERLR R e e e e e e e e e el
SCMV 4397 TATATATGGTCTTTCCTATTGACGTCATATGGGCGGTCCTATTGACGTATATGGCGCCTC 4456

Query 205  CCCCATTGACGTCAATTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTCAATGCCCATTGACGTCAATA 264

IR e e e e e e e e e e et
SCMV 4457 CCCCATTGACGTCAATTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTCAATGCCCATTGACGTCAATA 4516

Query 265  GGACCACCCACCATTGACGTCAATGGGATGGCTCATTGCCCATTCATATCCGTTCTCACG 324

RNy
SCMV 4517 GGACCACCCACCATTGACGTCAATGGGATGGCTCATTGCCCATTCATATCCGTTCTCACG 4576

Query 325 CCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCACTTGGCAGTACATCAATATCTATTAA 384

NNy
SCMV 4577 CCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCACTTGGCAGTACATCAATATCTATTAA 4636

Query 385  TAGTAACTTGGCAAGTACATTACTATTGGAAGTACGCCAGGGTACATTGGCAGTACTCCC 444

PELERRRR R e e e e e e il
SCMV 4637 TAGTAACTTGGCAAGTACATTACTATTGGAAGTACGCCAGGGTACATTGGCAGTACTCCC 4696

Query 445  ATTGACGTCAATGGCGGTAAATGGCCCGCGATGGCTGCCAAGTACATCCCCATTGACGTC 504

RN RN RN RNy
SCMV 4697 ATTGACGTCAATGGCGGTAAATGGCCCGCGATGGCTGCCAAGTACATCCCCATTGACGTC 4756

Query 505  AATGGGGAGGGGCAATGACGCAAATGGGCGTTCCATTGACGTAAATGGGCGGTAGGCGTG 564

LR e e e e e e e e e e e el
SCMV 4757 AATGGGGAGGGGCAATGACGCAAATGGGCGTTCCATTGACGTAAATGGGCGGTAGGCGTG 4816

Query 565 CCTAA 569

111
SCMV 4817 CCTAA 4821

SCMV/GFP4

Query 43 TTGACGTAAATGGGCGGTAGGCGTGCCTAATGGGAGGTCTATATAAGCAATGCTCGTTTA 102

EELEREEEE e e e e e e e e e el
SCMV 4792 TTGACGTAAATGGGCGGTAGGCGTGCCTAATGGGAGGTCTATATAAGCAATGCTCGTTTA 4851

Query 103  GGGAACCGCCATTCTGCCTGGGGACGTCGGAG 134

IEEERLRE R e e
SCMV 4852 GGGAACCGCCATTCTGCCTGGGGACGTCGGAG 4883
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Alignment: Synthetic construct modified green fluorescent protein GFP5 (mgfp5)
Length=743
ACCESSION U87973

SCMV/GFP4

Query 246 ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGT

IELELEEE e e e e il
Sbjct 21  ATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTAGATGGT

Query 306 GATGTTAATGGGTACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGA

IEEEREETREn PR e e e e e e e il
Sbjct 81  GATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGA

Query 366 AAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCC-ACACTT

_ FEELRRELRE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 141 AAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTT

Query 425 GTCACTACTCTCACTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATATCCAGATCATATGAAGCGG

IELELERLL O e e i ey Lt
Sbjct 201 GTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCAAGATACCCAGATCATATGAAGCGG

Query 485 CACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGG 515

NNy
Sbjct 261 CACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGG 291

SCMV/GFP5

Query 96  TCTTCTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACA

. LR e e e e e e e e e el
Sbhjct 313 TCTTCTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACA

Query 156 CCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCG

_ NN NN RNy
Sbjct 373 CCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGAATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCG

Query 216 GCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAA

LR e e e e e e e e e et
Shjct 433 GCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACAAGCAAA

Query 276 AGAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAAC

PR E TR e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 493 AGAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAAC

Query 336 TCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGACCCTGTCCTTTTACCAGACA

PEEERLEREE e e e e e e eyt il
Sbjct 553 TCGCTGATCATTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACA

Query 396 ACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACA

. LR e e e e e e e e e el
Shjct 613 ACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGAGAGACCACA

Query 456 TTCTTGAGTTTGTAACGGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATG 506

_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII FLLLRRELRE il
Sbjct 673 TGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATG 723

305
80

365
140
424
200
484

260

155
372
215
432
275
492
335
552
395
612
455

672
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