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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Papillomaviren

1.1.1 Kilassifizierung und grundlegende Charakteristika

Papillomaviren, die zur Familie der Papillomaviridae gehéren (Van Regenmortel
2000) sind weltweit verbreitet und verursachen in der Haut des Menschen sowie bei
vielen Wirbeltieren primar gutartige Neubildungen (sog. Warzen oder Papillome). Die
Zuordnung eines bestimmten Papillomavirus hinsichtlich seines Genus erfolgt tber
die Wirtsart, die es infiziert, wobei eine weitere Unterteilung der einzelnen Papilloma-
viren in Bezug auf ihren Genotyp moglich ist (De Villiers 1994). Ein neuer Typ defi-
niert sich dabei durch eine um mindestens 10% abweichende Sequenzhomologie der
Virusproteine E6, E7 und L1 (1.2.3).

Die sehr heterogenen Papillomaviren sind vor allem dadurch gekennzeichnet, dass
sie eine ausgepragte Wirts- und Gewebsspezifitat aufweisen. Sie kbnnen ausschliel3-
lich in der Haut bzw. Schleimhaut des respiratorischen oder anogenitalen Traktes
nachgewiesen werden, in dem sie sich nur in differenzierenden Keratinozyten repli-
zieren koénnen (zur Hausen 2000). Diese Eigenschaften erschweren die kinstliche
Synthese von Papillomaviren in vitro.

1.1.2 Morphologische Kennzeichen

Vom Erscheinungsbild her sind die Papillomaviren den Polyomaviren sehr &hnlich,
weshalb sie auch in friheren Zeiten in der Familie der Papovaviridae zusammenge-
fasst wurden. So ist das morphologische Erscheinungsbild der Papillomaviren we-
sentlich durch ein Kapsid ohne Membranhille gekennzeichnet. Die Form des Kap-
sids ist ikosaedrisch (T=7) und besitzt einen Durchmesser von 55nm (Abb. 1-1). Die
Analyse der atomaren Struktur wurde vor kurzem beschrieben (Chen, Garcea et al.
2000; Modis, Trus et al. 2002).
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Abb. 1-1: Papillomviruspartikel. Elektronenmiskroskopische Darstellung (negativ Kontrast) von
HPV1 Virionen. WeilRer GroRenmarker: 100nm (verandert nach van Regenmortel, 2000, Virus
Taxonomy).

Das Viruskapsid besteht aus dem Haupt- und Nebenstrukturprotein L1 bzw. L2. Es
wird von 72 pentameren Kapsomeren gebildet, die aus dem Strukturprotein L1 be-
stehen (Baker, Newcomb et al. 1991). Kapsomere bilden sich im Zytosol, kdbnnen die
Kernmembran passieren (Merle, Rose et al. 1999) und sind in der Lage neutralisie-
rende Antikorper zu induzieren (Fligge, Giroglou et al. 2001). Wahrend das C-
terminale Ende von L1 bei der Kapsidbildung mit benachbarten Kapsomeren in
Wechselwirkung tritt (Modis, Trus et al. 2002), sorgen interkapsomere Disulfidbri-
cken flr eine weitere Stabilisierung des Viruskapsids (Li, Beard et al. 1998; McCar-
thy, White et al. 1998; Sapp, Fligge et al. 1998; Modis, Trus et al. 2002). Das Ver-
haltnis der beiden Strukturproteine zueinander betragt bei einer infektiosen Einheit
30:1 (L1:L2) und umschliel3t eine Kopie des viralen Genoms (Baker, Newcomb et al.
1991).

1.1.3 Genom, Genomaufbau und grundlegende Proteinfunktionen

Das kovalent geschlossene, zirkulare und doppelstrangige DNA-Genom ist ca. 8kb
grof3 und liegt — mit Histonproteinen in einer Nukleosomen-ahnlichen Struktur assozi-
iert — als Superhelix vor (Favre, Breitburd et al. 1977). In infizierten Zellen ist das Vi-
rusgenom nicht in das Wirtsgenom integriert, sondern liegt episomal vor (Lambert
1991). Alle Papillomaviren besitzen einen &hnlichen Genomaufbau und wie Abb. 1-2
entnommen werden kann, lasst sich das Virusgenom in 3 Hauptregionen unterteilen
(Chen, Howley et al. 1982): Eine etwa 4kb groRe Region, die fir die zu Beginn des
Vermehrungszyklus exprimierten (,frihen®) Proteine kodiert, eine weitere etwa 3kb
grofl3e Region, die die Information fur die gegen Ende der Infektion synthetisierten
(,spaten”) Proteine enthélt sowie eine etwa 1kb grof3e Region, die sich an die ,spate”
Region anschliel3t und als UTR (untranslatierte Region) bezeichnet wird. Alle in die-
sen Regionen positionierten Gene werden auf nur einem Strang kodiert und die
Transkription erfolgt unter Verwendung von verschiedenen Leserastern (E1-E8 und

2
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L1-L2). Die effektive Nutzung der Leseraster wird in Form zahlreicher Proteinvarian-
ten durch alternatives Spleif3en realisiert.

Transfoarmation

k UTR __Eg 5,
AN
~7e0an . Pero N\

Hauptstruktur-

protein ' - Episomal

\ _- DNA-Replikation
m;r

HPV-16 2000

o=
O\
Nehenstruktﬁ\ '

protein

kodiert flr spites cyto-
plasmatisches Protein

. -
; ;> | _DNA-Replikation
- Regulation Transkription

Transfoarmation
{Apoptoseinhibition)

Abb. 1-2: Genomaufbau der Papillomaviren am Beispiel des humanpathogenen Papillomavirus
Typ 16 (HPV-16). Das Genom besitzt eine Gréf3e von 7905bp. Lage und Funktion der einzelnen
Gene wie indiziert (siehe auch Text). Py7/Pg70: Promotoren; E1-E6: Gene der frihen Region; L1-
L2: Gene der spaten Region; UTR: untranslatierte Region; Ag: Poly-A-Sequenz der friithen Re-
gion; A_: Poly-A-Sequenz der spaten Region (verédndert nach Biomedlab, U.S.A., 2002).

Die Funktion der frihen Region erstreckt sich dabei auf Bereiche der Virusreplikati-
on, Transkriptionsregulation, Zellzykluskontrolle bzw. Zelltransformation (Schwartz
1998; zur Hausen 2002) sowie der Immunsupression des Wirts. Die Expression der
frihen Proteine erfolgt in allen Zellen, die mit Papillomaviren infiziert sind.

Die spaten Proteine hingegen dienen der Bildung von L1-Hauptstruktur- und L2-
Nebenstrukturproteinen, die ausschlieB3lich in distalen und terminal differenzierten
Zellschichten des stratum granulosum bzw. des stratum corneum synthetisiert wer-
den (Laimins 1993; Howley 1996). Der Abschluss eines Replikationszyklus hangt von
der terminalen Differenzierung der infizierten Epithelzellen ab (Howley 1996).

Die UTR kodiert flr keine viralen Proteine, sondern tragt eine Reihe cis-wirksamer
Kontrollelemente wie Promotoren, Enhancer, den Replikationsursprung sowie Bin-
dungsstellen fur E1, E2 und Transkriptionsfaktoren (zur Hausen 1996; Parker, Zhao
et al. 1997).
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1.2 Das humane Papillomavirus

1.2.1 Epidemiologie und Ubertragung

Wie bereits beschrieben, verursachen Papillomaviren Warzen in Haut- und Schleim-
hautepithelien und gehtéren damit zu dem Uber 15%-igen Anteil der weltweiten Tu-
morerkrankungen, die mit Virusinfektionen assoziiert sind. Dabei sind solche Papil-
lomaviren am weitesten verbreitet, die gew6hnliche Warzen an Handen und Ful3en
verursachen. Allerdings konnte auch nachgewiesen werden, dass viele HPV-Typen
bei bestimmten malignen Erkrankungen gehauft auftreten (siehe weiter unten). Bis
heute sind 110 HPV-Typen identifiziert und sequenziert. (zur Hausen 2000; Modrow
2003). Die HPV-Typen werden in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt: zum Einen
in die Gruppe der Typen ,niedrigen Risikos" und zum Anderen in die Gruppe der
-hoch Risiko“-Typen. Die Typen ,niedrigen Risikos" (z.B. HPV-6, -11, -42, -43, -44)
infizieren den Mund- und Rachenraum und manifestieren sich durch gutartige Hy-
perplasien. Im anogenitalen Bereich kdnnen sie zu Hyperkeratinosen (Condyloma
acuminata) fuhren. Die ,hoch Risiko“-Typen (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39, -45, -
56) hingegen sind an fast allen zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) ursach-
lich beteiligt (Bosch, Manos et al. 1995; Munoz 1996; Walboomers, Jacobs et al.
1999), aus denen sich Zervixkarzinome entwickeln konnen.

Das Zervixkarzinom (Gebarmutterhalskrebs) gehért zu den Karzinomen (CX) des
anogenitalen Traktes, die einen Anteil von 12% an der Gesamtzahl aller bekannten
Krebsarten bei Frauen besitzen, und ist die zweithaufigste gynakologische Malignitat
weltweit (Pisani 2002). Es wird verursacht durch die persistente Infektion mit be-
stimmten HPV-Typen der ,hoch Risiko"“ Gruppe (zur Hausen 1977; IARC 1995) und
ist durch ein Auftreten von 400.000 neuen Féallen (bei 300 Mio. Neuinfektionen) pro
Jahr gekennzeichnet (Parkin, Pisani et al. 1999; zur Hausen 2000). So konnte HPV-
16 beispielsweise in 50-60% (Bosch, Manos et al. 1995) und HPV-18 in bis zu 20%
aller HPV positiven Tumorbiopsien nachgewiesen werden. Selbst 25% der oralen
Krebsarten enthalten DNA der anogenitalen HPV-Typen (Gillison 2001).

Die Ubertragung der genitalen Papillomaviren, die durch Mikrotraumata der basalen
Zellschichten propagiert wird (Howley 1996), erfolgt ab einem Alter von 5 Jahren
durch direkten Kontakt mit infizierten Hautgewebe oder Uber kontaminierte Gegens-
tande im familidren Bereich. Daneben kdnnen Papillomaviren aber z.B. auch in
Schwimmbader Ubertragen werden. Ab dem jugendlichen Alter werden Papillomavi-
ren haufig durch sexuellen Kontakt tibertragen. Neben der Ubertragung von Papillo-
maviren wahrend des Geburtsvorgangs werden Warzenbildungen und maligne Ent-
artungen auch haufig bei immunsupprimierten Personen (HIV-Infizierten oder Trans-
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plantationspatienten) beobachtet. Die Krankheitsanfalligkeit gegeniber seltenen
Hauterkrankungen mit multipler Warzenbildung (z.B. epidermodysplasia verrucifor-
mis) kann zudem durch eine autosomal rezessiv vererbte Pradisposition erhdht wer-
den. Weitere Risikofaktoren, die einen Krankheitsausbruch begtinstigen, kdnnen Ta-
bakkonsum, Schwangerschaft, Einnahme von Kontrazeptiva, Koinfektionen mit ande-
ren Viren (z.B. Herpes oder HIV) sowie die Tragerschaft bestimmter HLA-Allele sein.
Wahrend die engmaschige medizinische Versorgung in den industrialisierten Lan-
dern eine Friherkennung und — zum grol3en Teil mégliche — Therapie von infizierten
Patienten gewabhrleistet, ist die Verbreitung der HPV assoziierten Krankheiten in
Entwicklungslandern weitaus hoher.

1.2.2 Klinik

Papillomaviren verursachen in den infizierten Bereichen lokale Zellproliferationen.
Die Zeitspanne zwischen einer primaren Infektion mit HPVs der ,hoch Risiko" Grup-
pe und einer moglichen Manifestation des Zervixkarzinoms betragt 20-40 Jahre. Die
Existenz von HPVs in Gber 90% aller Karzinome bedeutet allerdings nicht, dass alle
Frauen, die Kontakt mit HPV hatten, eine persistierende Infektionsform in Verbindung
mit dem Ubergang zu zervikalen intraepithelialen Neoplasien oder zervikalen Karzi-
nomen entwickeln. Im Gegenteil: die Entstehung eines Zervixkarzinoms stellt grund-
satzlich ein auRergewdhnliches Ereignis im Verlauf der nattrlichen Infektion dar (zur
Hausen 1996; Tindle 2002), weshalb sich die Manifestationsquote derzeit auf etwa 1
Zervixkarzinom pro 750 infizierte Patientinnen belauft (Eiben, Velders et al. 2002). Es
konnte weiterhin beobachtet werden, dass sich gutartige Warzenerkrankungen ge-
nauso wie frihe prakanzerése CIN-Lasionen spontan zurtckbilden kénnen (Ho
1998). Bei vielen HPV Infektionen kdnnen sogar Uberhaupt keine klinischen Sym-
ptome festgestellt werden. AuRerdem fallt auf, dass sich manche HPV Typen durch
eine charakteristische Pathohistologie oder eine bestimmte Lokalisation im Kdrper
auszeichnen (z.B. plantare Warzen: Ful3sohle; flache Warzen: Arme, Beine, Ge-
sicht). Entsprechend ihres Infektionsortes unterscheidet man HPVs, die den kutanen
und den Schleimhaut-Bereich befallen.

1.2.3 Virusproteine und deren Rolle im Infektionszyklus der HPVs

Bei den meisten Warzen handelt es sich um selbstlimitierende Erkrankungen, die
durch das angeborene bzw. adaptive Immunsystem erfolgreich bekdmpft werden
konnen (Stern 2000; Tindle 2002). Im Zuge der Virusevolution wurden aber moleku-
lare Mechanismen hinzugewonnen, durch die geeignete intrazellulare Bedingungen
fur die Replikation oder die Abwehr von Kontrollmechanismen des Immunsystems
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ermdglicht werden konnten (Munger and Phelps 1993; zur Hausen 1996; Eiben, Vel-
ders et al. 2002; O'Brien 2002; Tindle 2002). Diese Mechanismen schufen die Grund-
lage fur den primar nicht reproduktiven Infektionsverlauf von HPVs, Zellen zu unkon-
trolliertem Wachstum antreiben zu kénnen und sich gleichzeitig der Wirkung des Im-
munsystems auf die infizierten Zellen weitgehend zu entziehen. Die ablaufenden In-
teraktionen zwischen viralen und zellularen Proteinen sind vielfaltig (zur Hausen
1996; Zwerschke 2000; Munger and Howley 2002) und werden unter 1.2.3.1 naher
erlautert. Fur die Entwicklung eines zervikalen Karzinoms ist es von zentraler Bedeu-
tung, dass es zu mehreren Mutationen im zellularen Genom kommt (Gissmann 1992;
Stern 2000).

Allen Warzenformen ist gemeinsam, dass sie eine intakte, unveranderte basale Epi-
thelschicht aufweisen, die den Infektionsherd vom peripheren Blut und innen liegen-
den Schichten abtrennt (Abb. 1-3). Einer Ausbreitung der Viren in die Blutbahn und
der damit verbundenen Exposition gegenuber dem Immunsystem wird somit entge-
gengewirkt.

Die Rolle der Virusproteine, die fir die Prozesse der Transformation, Replikation und
Transkriptionsregulation verantwortlich sind, wird im Folgenden naher erlautert.

Hautschicht Viraler Status

=

Stratum corneum

hohe Virusproduktion,
und Freisetzung von
infektiésen Viren

Stratum granulosum wenig Viruspartikel,

viele Virusgenome,
erhdhte Transkription
friiher und spéter

Stratum spinosum Gene

wenige Virusgenome,
Transkription von E1,
E2, E6 und E7

sehr wenige
Virusgenome,
geringe Transkription
von E1 und E2

Stratum basale

Basalmembran

Abb. 1-3: Abhé&ngigkeit der Genexpression der Papillomaviren vom Differenzierungsgrad der
Epidermiszellen. Schematische Darstellung eines Querschnitts durch die Epidermis. Offene
Kreise in den Zellkernen: Papillomavirusgenom; schwarze Punkte: infektiose Viruspartikel
(veréndert nach (Cossart 1995)).
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1.2.3.1 Die frihen Proteine

Infektionsphase:

Nachdem die Viren Uber kleinste Zerstérungen (Lasionen) in den aul3eren Keratino-
zytenschichten in die basale Epithelschicht eingedrungen sind, findet die Aufnahme
in die dort befindlichen Zellen — vermutlich tber die Bindung an spezifische Rezepto-
ren (1.2.3.2; S.10) sowie die dadurch vermittelte Endozytose — statt. Der Transport
der Viren zu den Kernporen erfolgt moglicherweise entlang der Mikrotubuli des Zy-
toskeletts der Zelle (Liu, Qi et al. 2001). In den infizierten Zellen kommt es zuné&chst
zu einer teilweisen Unterdriickung der viralen Genexpression (Abb. 1-3). Wahrend-
dessen der Promotor Pg7o (Abb. 1-2; S.3) erst in differenzierten Keratinozyten akti-
viert wird (Grassmann 1996), kontrolliert der Hauptpromotor, Py7 (Abb. 1-2; S.3), die
Expression des HPV16-Genoms schon zu Beginn des viralen Lebenszyklus (Smotkin
and Wettstein 1986). Durch die Teilung der Basalzellen erfolgt eine laterale Verbrei-
tung des episomal vorliegenden Genoms, welches zu diesem Zeitpunkt eine geringe
Anzahl an Kopien pro Zelle aufweist (50-400 Kopien). Die Proteine E1 und E2 spie-
len bei der Replikation des Virusgenoms eine wichtige Rolle (Lusky and Botchan
1985; Seo, Muller et al. 1993a): Auf der einen Seite gibt es eine Variante des E1 (E1-
M) in undifferenzierten und fir die lytische Infektion nicht permissiven Epithelzellen,
die fur die episomale Aufrechterhaltung des Virusgenoms zustandig ist. Auf der an-
deren Seite besitzt eine weitere Variante (E1-R) eine wichtige Rolle bei der produkiti-
ven Replikation in ausdifferenzierten Epidermiszellen, die einen lytischen Ablauf der
Infektion erlauben. AuRerdem kann E1 in Abwesenheit von E2 mit niedriger Affinitat
an eine palindromische Sequenz (AT-reiche Regionen) der UTR binden (Ustav 1991)
und besitzt neben seiner ATP-abhangigen Helikase-Aktivitat die Fahigkeit zur Inter-
aktion mit der zellularen DNA-Polymerase a. Varianten des E2 (E2-TA bzw. E2-TR)
besitzen neben replikativen (Seo, Muller et al. 1993a) auch transkriptionelle Aufga-
ben als Transaktivator bzw. Transrepressor (Phelps and Howley 1987), die sowohl
durch die N-terminale Transaktivierungsdomane als auch durch die C-terminal DNA-
bindende und dimerisierungsvermitteinde Doméane ermdoglicht werden. Neben der
Transkriptionsregulation von E6 und E7 (siehe weiter unten) kann E2 eine Gi-
Zellzyklus-Arretierung, Apoptose oder Seneszenz in HPV positiven Zellen bewirken
(Desaintes, Demeret et al. 1997; Desaintes, Goyat et al. 1999; Wells, Francis et al.
2000). Erst kdrzlich wurde E2 die Interaktion mit den Transkriptionsaktivatoren
C/EBP-a und - nachgewiesen, was darauf hinweisen konnte, dass E2 bei der Ver-
starkung des Differenzierungsprozesses von Keratinozyten beteiligt ist (Hadaschik,
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Hinterkeuser et al. 2003), der bei HPV induzierten Lasionen durch E6 und E7
supprimiert ist (siehe weiter unten).

Virusamplifikation und Transformation der Wirtszelle:

Treten die Virus-infizierten Zellen in den Differenzierungsprozess ein und gelangen in
suprabasale Schichten, werden weitere frihe Gene des Virusgenoms aktiviert. Da
der Lebenszyklus der Papillomaviren mit dem Differenzierungsgrad der Epithelzellen
eng verbunden ist, folgt diesem Vorgang eine erhohte Replikationsrate des Virusge-
noms und folgende, den friihen Genen entsprechende, Proteine werden synthetisiert:
Das im Golgi-Apparat, dem endoplasmatischen Retikulum und in der Plasma-
membran lokalisierte E5-Protein konnte bei bovinen Papillomaviren (BPV) als das
wichtigste Onkogen identifiziert werden (Burkhardt 1989; Cohen, Goldstein et al.
1993). E5 kann das Aktin-Zytoskelett von Zellen rearrangieren, endozytaren Trans-
port inhibieren und Signaltransduktionsablaufe beeinflussen (Thomsen, van Deurs et
al. 2000; Kabsch and Alonso 2002). Bei der Entwicklung eines malignen Phanotyps
wird das virale Genom héaufig im E2-Leserahmen gedffnet und in das Wirtsgenom
integriert (Schwarz, Freese et al. 1985). Da der fur E5 kodierende Bereich in huma-
nen Karzinomzellen im Zuge dieses Integrationsprozesses deletiert wird, wurde die-
sem Protein im Kontext der HPV-Infektion eine Rolle in der frihen Phase des HPV-
Lebenszyklus zugeordnet (Schwarz, Freese et al. 1985). Diese Vermutung wurde
durch Untersuchungen verstarkt, die Wechselwirkungen von E5 mit Rezeptoren von
Wachstumsfaktoren aufwiesen (Hwang, Nottoli et al. 1995). AulRerdem konnte E5
erst kirzlich eine wichtige Bedeutung bei der Inhibition von Apoptose nachgewiesen
werden (Kabsch and Alonso 2002; Zhang 2002).

Eine noch bedeutendere Rolle wird den ebenfalls in der frihen Phase exprimierten
HPV-Proteinen E6 und E7 hinsichtlich ihrer transformierenden Fahigkeiten zuge-
schrieben: Sie induzieren ein sowohl fir die Replikation des Virusgenoms als auch
fur die Kapsidsynthese geeignetes intrazellulares Milieu und werden in allen befalle-
nen Zellen gebildet. Die Inhibition der Proteinexpression von E6 und E7 fuhrt zu einer
Blockierung des malignen Phénotyps zervikaler Karzinomzellen. Beide sind unab-
hangig voneinander in der Lage, verschiedene Zell-Linien in vitro zu immortalisieren,
wobei diese Eigenschaft durch die Ko-Expression beider Gene verstarkt werden
kann (Munger 1989; Mc Dougall 1994). E6 und E7 stimulieren die Zellzyklusprogres-
sion und veréandern die Apoptoserate der infizierten Zellen, in dem sie mit den Tu-
morsupressoren p53 (Werness, Levine et al. 1990) bzw. pRB (Dyson, Howley et al.
1989) interagieren und in der Folge degradieren (Munger and Howley 2002; Scheff-
ner and Whitaker 2003). EG6 ist weiterhin dazu in der Lage das pro-apoptotische Pro-
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tein BAK (Jackson 2000) abzubauen und fiihrt somit zu einer erhéhten chromosoma-
len Instabilitat. Daneben bewirkt E6 die Aktivierung der Telomerase und fihrt zu ei-
ner Degradationsinhibition der Familie der SRC-Kinasen (Oda 1999; Veldman, Hori-
kawa et al. 2001). Durch die Degradation von pRB durch E7 wird der Transkriptions-
faktor E2F freigesetzt und pl16 hoch reguliert (Kiyono 1998). Die hohe E2F-Aktivitét
kann wiederum zu einer Induktion von Apoptose in E7-positiven Zellen fihren. Au-
Berdem kommt es durch E7 zu einer Aktivierung der S-Phasen Gene Cyclin A und E
(Zerfass 1995) sowie zu einer abnormalen Vermehrung von Centrosomen, die eine
Voraussetzung fur die Entstehung aneuploider Zellen ist (Duensing 2001). Diese Be-
obachtungen weisen auf einen synergistischen Effekt der beiden transformierenden
Proteine E6 und E7 hin (zur Hausen 2002), (Hawley-Nelson, Vousden et al. 1989),
der unter nicht-malignen Umstanden durch E2 negativ kontrolliert wird. Kommt es zur
Integration des Virusgenoms in das Genom der Wirtszelle, so wird die Repressions-
funktion von E2 aufRer Kraft gesetzt (Romanczuk, Thierry et al. 1990; Bechtold,
Beard et al. 2003). Neben der mdoglichen Deletion mehrerer Virusgenombereiche
(Schwarz, Freese et al. 1985; Wagatsuma 1990) kann es zu einer erhéhten — durch
zellulare Promotoren gesteuerten — Expressionsrate von E6 und E7 kommen. Die
transformierende Wirkung von E6 und E7 ist bei ,hoch Risiko“-Typen am héchsten
und bei ,niedrig Risiko“-Typen entsprechend gering ausgepragt. Wichtig ist jedoch,
dass die alleinige Expression der beiden Proteine grundsatzlich nicht ausreicht, hu-
mane Zellen zu transformieren. So mussen sich weitere Ereignisse (wie z.B. eine
hohe Genominstabilitdt, Mutationen oder Aneuploidie) anschliel3en, die die Progres-
sion der Zellen zum malignen Phanotyp bewirken.

Abschlie3end ist zu erwdhnen, dass die Proteine E5-E7 immunsuppressive Aktivita-
ten in der infizierten Zelle ausiiben (Frazer, Thomas et al. 1999; O'Brien 2002; Tindle
2002).

Die Zuordnung des E4-Gens zur friilhen Region ist zwar aufgrund seiner Position im
Genom zulassig, jedoch rechnet man heute das korrespondierende Protein eher der
spaten Region zu. Die exakte Funktion des Proteins ist dabei weitgehend ungeklart,
jedoch konnte gezeigt werden, dass es in der Schicht der differenzierenden Zellen
lokalisiert, mit dem Keratin-Cytoskelett assoziiert und bei dessen Zusammenbruch
am Ende des HPV-Lebenszyklus beteiligt ist (Doorbar, Ely et al. 1991). Es konnten
jedoch bis jetzt noch keine transformierenden Eigenschaften fir E4 nachgewiesen
werden (zur Hausen 2002). Neueste Untersuchungen bezlglich des produktiven
Zyklus bei CRPV zeigten, dass E4 zur DNA-Amplifikation und L1-Expression bendtigt
wird (Peh, Brandsma et al. 2004).
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AulRerdem konnten zwar die Leseraster E3 und ES8 identifiziert, allerdings keine fir
sie spezifischen Proteine nachgewiesen werden.

1.2.3.2 Die spaten Proteine

Wie bereits erwéhnt, findet die Synthese der spaten Proteine ausschlie3lich in termi-
nal differenzierten Keratinozyten statt (siehe auch Abb. 1-3). Hierzu zahlen die Struk-
turproteine L1 (Hauptstrukturprotein) und L2 (Nebenstrukturprotein), die eine Grolie
von 57kDa (L1) bzw. 72kDa (L2) besitzen und bei einem infektidsen Viruspartikel in
einem Verhaltnis von 30:1 (L1:L2) vorliegen (Baker, Newcomb et al. 1991). Die Ex-
pression der spaten Gene wird durch Polyadenylierungssequenzen, die sich am En-
de der frihen Region befinden, sowie durch Transkriptionsfaktoren, die erst in diffe-
renzierten Zellen vorhanden sind, minimiert (Baker and Noe 1989). Posttranskriptio-
nelle Regulationsmechanismen, wie z.B. die Verwendung von in der Wirtszelle selten
vorkommenden Kodons oder eine hohe mRNA Instabilitat, sorgen fir eine weiterhin
herabgesetzte Expression der spaten Gene.

L1-Charakeristik
Das aus ca. 500 AS bestehende Hauptstrukturprotein L1 ist das am hochsten kon-

servierteste Protein bei Papillomaviren und lokalisiert im Zellkern nach alleiniger Ex-
pression auf homogen verteilte Weise. Wie unter 1.1.2 bereits kurz erlautert, bilden
die L1-Proteine Pentamere. Sie sind dazu befahigt, sich spontan zusammenzulagern
und ein aus 360 Kopien bestehendes Viruspartikel zu bilden (Zhou, Sun et al. 1992).
Kommt es zum Einschluss des Virusgenoms in das Viruspartikel, so erhoht sich der
Quervernetzungsgrad zwischen den L1-Kapsomeren. Weiterhin bindet das L1-
Protein an den Rezeptor auf der Oberflache der Wirtszelle. Die Benennung der
hauptverantwortlichen Rezeptoren unterliegt einer intensiven Diskussion. So konnten
fur die HPV-Typen 6 und 16 agfas-Integrine als Bindungspartner identifiziert werden.
Bei HPV-11, -13 sowie bei BPV-4 scheint dies aber nicht der Fall zu sein. Zusatzlich
konnte eine Interaktion von L1 mit Heparansulfat, Zelloberflachen Glykosamino-
gyklanen und F.-Rezeptoren nachgewiesen werden (Evander, Frazer et al. 1997,
Joyce, Tung et al. 1999; Sibbet, Romero-Graillet et al. 2000; Da Silva, Velders et al.
2001a). Da es sich aber bei diesen Rezeptorkandidaten nicht um zelltyp-spezifische
Molekile handelt, muss die hohe Gewebsspezifitdt der humanen Papillomaviren
durch andere Faktoren verursacht werden: Man geht davon aus, dass entweder ein
weiterer, bisher noch nicht identifizierter Sekundarrezeptor existiert oder dass die
Spezifitdt durch Vorgange hervorgerufen wird, die erst nach Aufnahme des Virus in
die Zelle zum tragen kommen. Die Notwendigkeit mehrerer Rezeptoren, die eine Vi-
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rusbindung an Zellen und die darauf folgende Virusaufnahme ermdglichen, wurde
schon in anderen Virussystemen beobachtet (Sattentau and Weiss 1988; Fantini,
Cook et al. 1993; Spear 1993; Wickham, Mathias et al. 1993).

L2 Charakteristik
Das aus 455-475 AS bestehende L2-Protein ist im Vergleich zu L1 weniger konser-

viert. Es besitzt einerseits dieselbe Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad der
Wirtszelle wie L1 und andererseits ist dessen Expressionsstarke ebenso wie die des
L1 nur gering. Dem im Zellkern in punktuell verteilten PODs (PML onkogene Doma-
nen) lokalisierten L2 (Day, Roden et al. 1998) konnten zellulare Interaktionspartner
zugewiesen werden (Gornemann, Hofmann et al. 2002) und es ist fir die erfolgreiche
Verpackung des Virusgenoms notwendig (Zhou, Sun et al. 1994; Zhao, Sun et al.
1998). Nach Ko-Expression von L1 und L2 bzw. E2 und L2 kdénnen sowohl L1 als
auch E2 in subnuklearen Domanen identifiziert werden (Day, Roden et al. 1998). Be-
zogen auf den Assemblierungs- und Verpackungsprozess wurde die Rolle des L2 in
soweit beschrieben, dass es E2 und L1 in PODs akkumuliert. Im Anschluss daran
kommt es dort zur Kapsidbildung und DNA-Verpackung, wobei E2 anschlielRend
wieder freigesetzt wird um weitere Virusgenome fir die Verpackung zu rekrutieren.
Aul3erdem zeigten andere Interaktionsstudien von L2 und E2, dass durch L2 die E2-
TA-abhangige (1.2.3.1) transkriptionelle Aktivierung inhibiert wird, wobei es aber zu
keiner Beeinflussung der Replikation des Virusgenoms kommt (Heino, Zhou et al.
2000).

Kapsidbildung durch L1 und L2:
Weitere Studien ergaben, dass L2 mit L1-Kapsomeren im Zytosol Komplexe bilden

kann, die in den Kern transportiert werden kénnen (Florin, Sapp et al. 2002). Zwar
sind die bei Polyomaviren beobachteten Kapsidbildungsintermediate (Yuen and
Consigli 1985) bei Papillomaviren bisher noch nicht beschrieben worden, doch konn-
te bei Uberexpressionsstudien tber die Existenz von irregularen kleinen Kapsiden
(Zhou, Doorbar et al. 1991; Sasagawa, Pushko et al. 1995) oder tubularen Strukturen
(Kirnbauer, Taub et al. 1993; Sasagawa, Pushko et al. 1995) berichtet werden. Bei
N-terminalen Deletionsmutanten von HPV16 L1 konnte dartber hinaus die Entste-
hung von kleinen Kapsiden beobachtet werden, die nur aus 12 Kapsomeren beste-
hen (Chen, Garcea et al. 2000). Assemblierungsstudien mit BPV1 L1 und BPV1 L2
zeigten, dass die Interaktion der beiden Strukturproteine Uber spezifische Aminosau-
rereste erfolgt (Okun, Day et al. 2001). Aul3erdem war zu beobachten, dass die As-
semblierung der Strukturproteine typ-spezifisch ist: So ist es beispielsweise nicht
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mdglich, Kapside zu synthetisieren, die aus BPV1 L1 und HPV16 L2 bestehen. Auch
die Verwendung von chiméren L2, das aus BPV1 L2 und HPV16 L2 zusammenge-
setzt ist, konnte in Kombination mit BPV1 L1 zu keiner erfolgreichen Partikelassemb-
lierung fihren. Darlber hinaus zeigten diese Studien, dass L2 im Gegensatz zu voll-
standig assemblierten Kapsiden nur an L1 Kapsomere binden kann, was darauf hin-
weist, dass die Inkorporation des L2 in die Kapsidhille wahrend und nicht nach dem
Assemblierungsprozess stattfindet (Okun, Day et al. 2001).

Infektiositat von HPV16:
Die Inkorporation von 12 Kopien der L2-Proteine in ein durch L1 assembliertes Vi-

ruspartikel bzw. spezielle N- und C-terminale Aminosauren verstarken die virale In-
fektiositat (Roden, Day et al. 2001) und beeinflussen mdglicherweise den Zelltropis-
mus der Papillomaviren (Kawana, Kawana et al. 2001). Grundlage fur diese Annah-
me ist die ldentifikation neutralisierender Epitope (Liu, Gissmann et al. 1997; Kawa-
na, Kawana et al. 2001), mit deren Hilfe gezeigt werden konnte, dass sich das L2-
Molekll zumindest teilweise an der Oberflache der Kapside befindet. Aul3erdem
konnten in diesem Zusammenhang Bindungsstudien mit L2-Peptidfragmenten
durchgefuhrt werden, die nach Prainkubation die Infektion von Pseudovirionen ver-
hindern konnten. Dass L2 dabei eine starke Bindung mit epithelialen Zellen einging,
wies auf seine Beteiligung am Zelltropismus hin. Ein entsprechender Rezeptor konn-
te bisher noch nicht identifiziert werden.

Requlation der spaten Gene

Die Expression der spaten Gene unterliegt einer engen transkriptionellen und
posttranskriptionellen Regulation. Neben den zuvor genannten Polyadenylierungs-
signalen (1.2.3.2, S.10) oder den cis-wirksamen Kontrollelementen (1.1.3, S.3) exis-
tieren auf der transkriptionellen Ebene noch Hinweise auf differenzierungsabhangige
Promotoren (Baker and Howley 1987; Grassmann 1996). Erganzende Arbeiten be-
schreiben eine per se sehr schwache Aktivitat der natirlichen Promotoren der Papil-
lomaviren (Kennedy, Haddow et al. 1991). Auf der posttranskriptionellen Ebene geht
man davon aus, dass sich negativ regulatorische RNA-Elemente aus der UTR sowie
der kodierenden Region fur die differenzierungsabhangige Expression der spaten
Gene genauso verantwortlich zeichnen (Kennedy, Haddow et al. 1991; Tan, Felber
et al. 1995; Sokolowski, Zhao et al. 1997; Schwartz 1998; Collier, Oberg et al. 2002)
wie die Kodon-Zusammensetzung (1.2.5; S.16) und die daraus folgende, effektive
Nutzung des tRNA-Angebotes.
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1.2.4 Behandlung und Vorbeugung von Papillomavirus-assoziierten Erkran-
kungen

Eine gezielte Therapie der gro3tenteils ungeféahrlichen Hautwarzen ist nicht nétig. Sie
werden Uberwiegend aus kosmetischen Grinden beseitigt oder wenn sie sich an st6-
renden Stellen befinden. Die dazu verwendeten Techniken erstrecken sich von kryo-
therapeutischen Malinahmen, Veratzung mit AgNOs3, Induktion von Keratolyse durch
Salizylsaure, lokale oder systemische Interferonapplikation, Lasertherapie,
Elektroexzision oder -koagulation bis hin zur chirurgischen Entfernung. Die durch
Papillomaviren hervorgerufenen, malignen Erkrankungsformen werden hauptsachlich
durch operative Eingriffe entfernt. Eine frihzeitige Diagnose ist mitentscheidend fur
die Prognose der Erkrankung, da maligne Papillome im fortgeschrittenen Stadium
nach Vaskularisation des in situ Karzinoms entartete Zellbestandteile in die Blutbahn
abgeben und zur Metastasierung ganzer oder auch bisher nicht betroffener Organe
beitragen kénnen. Die Herstellung von attenuierten humanen Papillomaviren war
bisher nicht mdglich (Modrow 2003).

Dennoch wurden in den letzten Jahren eine Reihe interessanter Strategien zur Impf-
stoffherstellung entwickelt, die sowohl therapeutisch- als auch prophylaktisch-
orientiert sind (Stern 2000; Da Silva, Eiben et al. 2001; Gissmann 2001):

Die prophylaktische Impfung zielt dabei darauf ab, vor Infektionen humaner Papillo-
maviren der ,hoch Risiko“-Gruppe zu schitzen. Dabei wird versucht, im Bereich der
Schleimhautepithelien die Produktion neutralisierender Antikérper gegen die Struk-
turproteine L1 und L2 auszuldsen (Stern 2000). Die Erzeugung von cytotoxischen
Immunreaktionen liegt anderen Ansétzen zu Grunde, durch die es zu einer Therapie
von Zellen kommt, die trotz prophylaktischer Impfung mit HPV infiziert wurden. Das
Hauptinteresse der prophylaktischen Impfstrategien gilt momentan der Verwendung
von Virus-ahnlichen Partikeln (VLPs), die — wie bereits erwahnt — durch Uberexpres-
sion des Strukturgens L1, allein oder in Kombination mit L2 hergestellt werden kon-
nen (Schiller 1999). VLPs sind infektiosen Partikeln morphologisch sehr &hnlich und
durch das Fehlen von verpackter Virus-DNA nicht infektids. Immunisierungsstudien
im Tiermodell zeigten, dass durch VLPs hohe Titer an L1-spezifischen Antikérpern
induziert werden kénnen, die infektiése Papillomaviren in vivo neutralisieren und so-
mit eine primare Infektion verhindern kénnen (Breitburd, Kirnbauer et al. 1995;
Christensen, Reed et al. 1996; Kirnbauer, Chandrachud et al. 1996). Erste klinische
Studien zeigten eine gute Vertraglichkeit der HPV16 L1 VLP-basierten Impfstoffe
sowie eine im Vergleich zu placebo-behandelten Frauen deutlich reduzierte Haufig-
keit HPV16 primarinfizierter Patientinnen (Koutsky, Ault et al. 2002). Andere prophy-

13



Einleitung

laktische Impfstrategien beschéftigten sich mit der Immunisierung mittels fusionierter
HPV16 L1E7- bzw. Partikel-vermittelter COPV L1-Gene (Leder, Kleinschmidt et al.
2001; Stanley, Moore et al. 2001) oder der intranasalen Immunisierung mit L1-
synthetisierenden, attenuierten Bakterien (Da Silva, Eiben et al. 2001).

Ein prinzipielles Problem der prophylaktischen Impfung und den damit zusammen-
hangenden klinischen Studien liegt in der langen Latenzzeit der humanen Papilloma-
viren begrundet: Nicht nur eine kurzfristige Aussage Uber den Erfolg einer Impfstudie
ist fast unmaoglich, sondern auch die Abnahme der in hohem Mal} auftretenden Zer-
vixkarzinome wirde, selbst bei Einsatz von (theoretisch) 100% erfolgreichen Impf-
stoffen, erst nach mehreren Jahrzehnten messbar werden.

In den vergangenen Jahren sind neben prophylaktischen Anséatzen auch Strategien
zur therapeutischen Behandlung von Papillomavirusinfektionen entwickelt worden.
Bei den therapeutischen Ansatzen steht v.a. die Induktion von cytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) des Immunsystems im Vordergrund (Gissmann 2001), die zur
Eliminierung von Virus-infizierten Zellen fihren sollen. Wéhrend in den prophylakti-
schen Ansatzen die Verwendung der spaten Proteine im Vordergrund steht, setzt
man bei den therapeutischen Impfstrategien bevorzugt friihe Gene oder deren Prote-
ine ein, da sie gleich zu Beginn des HPV-Lebenszyklus exprimiert werden und somit
bei bereits bestehender HPV-Infektion vom Immunsystem erkannt werden kénnen.
Der eigentliche Infektionsprozess durch Papillomaviren wird bei diesem Behand-
lungsansatz nicht verhindert. Man geht aber davon aus, dass auf diese Weise die
Erkennung von HPV-infizierten, maligne entarteten Zellen durch das Immunsystem
verbessert und somit die Entwicklung von Tumoren verhindert wird. Die umfangrei-
che Gruppe der therapeutischen Impfstoffe umfasst dabei im wesentlichen Peptid-,
Protein- und Zell-basierte, virale sowie aus reiner DNA bestehende Immunisie-
rungsmodelle (Da Silva, Eiben et al. 2001; Gissmann 2001; Eiben, Velders et al.
2002). Insgesamt kann hier festgehalten werden, dass die nebenwirkungsfreien the-
rapeutischen Impfstoffe in ihrer Wirkungsweise bei Krebspatienten zu unterschiedlich
guten Ergebnissen gefuihrt haben. Im Gegensatz dazu stehen Patienten mit CIN, VIN
und AIN, bei denen bessere Resultate erzielt werden konnten. Ausgehend von aktu-
ellen klinischen Studien muss zusammenfassend festgestellt werden, dass nach wie
vor eine geringe Ubereinstimmung zwischen den induzierten Immunreaktionen sowie
den messbaren Krebsheilungen zu beobachten ist (persdnliche Mitteilung Prof. Dr.
Gissmann, DKFZ Heidelberg).

Ein weiterer, sehr viel versprechender Impfstoff wurde durch sog. chimare VLPs
(cVLPs) generiert. Dieser Impfstoff vereinigt die Ziele der prophylaktischen und the-
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rapeutischen Impfstrategien, in dem er einerseits aus dem viralen Strukturgen L1 und
andererseits aus verschiedenen, antigenen CTL-Epitopen des Tumormarkers E7 be-
steht. Zwar ist dabei ein kleiner Teil (34 AS) des C-terminalen Ende von L1 durch
besagte E7-Fragmente ersetzt worden, jedoch zeigte dies keine negativen Auswir-
kungen auf die Fahigkeit zur Assemblierung von Partikeln (Muller, Zhou et al. 1997).
Immunisierungsstudien bei Mausen bewiesen zudem, dass cVLPs Virus-
neutralisierende Antikérper sowie E7-spezifische CTL Antworten induzieren konnten
(Schafer, Muller et al. 1999), die die Mause wiederum vor dem Wachstum injizierter —
E7- positiver — Tumorzellen schiitzen konnten. Die Verwendung von cVLPs als Impf-
stoff im menschlichen Organismus wird derzeit in klinischen Studien der Phase /Il
analysiert.

1.2.5 Problematik der in vitro Herstellung von humanen Papillomaviren

Die Untersuchung des Lebenszyklus der Papillomaviren wird hauptsachlich dadurch
erschwert, dass die Herstellung von humanen Papillomaviren in vitro aufgrund der
strikten Abhéangigkeit vom Differenzierungsgrad der virusproduzierenden Zellen nur
schwer moglich ist. Diese Abhangigkeit manifestiert sich in normalen Zellkultursys-
temen v.a. durch das sehr niedrige Expressionsniveau der Strukturgene.

Die Kultivierung eines differenzierenden Zellsystems ist bisher nur in Form des ,Raft-
Culture-Systems" (organotypisches Zellkultursystem) mdglich, in dem zur Simulation
von mehrdimensionalen Gewebestrukturen mit differenzierenden Keratinozyten auf
einer Fibroblasten- bzw. Kollagenmatrix gearbeitet wird (Meyers, Frattini et al. 1992;
Chow and Broker 1997; Frattini, Lim et al. 1997). Dieses System ist jedoch sehr auf-
wendig, kostenintensiv und hinsichtlich der damit erzielbaren Virusausbeute sehr
umstritten, so dass man sich in der Vergangenheit darum bemihte, alternative Sys-
teme zur Herstellung von HPV Pseudovirionen zu entwickeln. Neben der Mdglichkeit,
BPV-Virionen direkt aus Rinderwarzen zu préparieren, kénnen auch Virus-&hnliche
Partikel (VLPs) hergestellt werden (Zhou, Sun et al. 1992). Sie bestanden in den an-
fanglichen Versuchen nur aus dem Hauptstrukturprotein L1, beinhalteten kein virales
Genom, aber besal3en den infektibsen Partikeln ahnliche morphologische Eigen-
schaften (Hagensee, Olson et al. 1994). Hinsichtlich der Herstellung von Pseudoviri-
onen kamen die folgenden viralen Expressionssysteme zur Anwendung:

Die erste Synthese von Pseudovirionen gelang unter Verwendung von Semliki-
Forest-Viren in Hamsterzellen, die eine Uberexpression der HPV16 Strukturproteine
sowie die stabile Replikation des BPV-Genoms ermdglichten (Heino, Dillner et al.
1995; Roden, Greenstone et al. 1996). Dabei konnte der Vorteil von Alphaviren, de-
nen die Semliki-Forest-Viren zuzuordnen sind, genutzt werden, sich in groRen Men-

15



Einleitung

gen im Zytoplasma zu vermehren. Weitere Ansatze beschaftigten sich mit der ge-
trennten Herstellung von Strukturproteinen mittels rekombinanter Bakuloviren und
darauf folgender Assemblierung sowie Verpackung mit DNA im zellfreien System
(Kawana, Yoshikawa et al. 1998). Aul3erdem konnten Produktionssysteme fir BPV1
L1-Partikel entworfen werden, die auf der Verwendung von rekombinanten Vaccinia-
Viren basierten (Zhou, Stenzel et al. 1993). Anhand von Hybrid-mRNAs, die Trans-
portelemente von HIV1 oder SRV1 enthielten, konnte in anderen Versuchen gezeigt
werden, dass eine Expressionssteigerung von HPV16 L1 erzielt werden kann (Tan,
Felber et al. 1995). Des weiteren konnte die Synthese der Strukturproteine sowie die
Verpackung von DNA in Hefezellen durchgefihrt werden (Rossi, Gissmann et al.
2000). Aus Grunden der eingeschrankten Reproduzierbarkeit bzw. der vielseitigen
Auswirkungen von rekombinanten Viren auf das zellulare Programm konnten diese
Systeme aber nur bedingt zum Verstandnis einzelner Schritte im Lebenszyklus der
humanen Papillomaviren beitragen. Aul3erdem bestand ein weiteres Problem man-
cher Systeme darin, zwar Partikel produzieren zu kdénnen, die aber (i) nicht infektios
oder (ii) nicht in der Lage waren, sich nach Infektion zu vermehren. Eine der nativen
Situation maoglichst gerecht werdende Analyse der Virusaufnahme, Virusprozessie-
rung, Replikation und Vermehrung nach Infektion war somit nur schwer maoglich.

Kodon-Optimierung als Mittel zur Expressionssteigerung von Proteinen

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Expressionsplasmide enthalten die HPV16
Strukturgene in — an den Menschen angepasster — Kodon-optimierter Form (Leder,
Kleinschmidt et al. 2001):

In Abhéngigkeit der Spezies erfolgt die unterschiedlich haufige Verwendung redun-
danter Kodons flr gleiche Aminosauren. Ausgangspunkt hierfiir ist die Degeneration
des genetischen Kodes (Nierenberg 1965). So ist in den meisten Zellen auf der einen
Seite die Erkennung verschiedener AS durch sog. isoakzeptierende tRNAs moglich
und auf der anderen Seite existieren viele tRNAs mit verschiedenen Kodonerken-
nungssequenzen, die fir eine bestimmte AS spezifisch sind. Die unterschiedliche
Verfugbarkeit bestimmter tRNA-Gruppen beim Translationsprozess wurde bereits
zwischen verschiedenen Organismen sowie im Vergleich verschiedener Gewebety-
pen eines bestimmten Organismus beschrieben (Smith 1996). Variable tRNA-
Verteilungen konnten sowohl in neoplastischen als auch in ausdifferenzierten Zellen
innerhalb des selben Organismus beobachtet werden (Kanduc 1997). Aus dieser
Beobachtung kann die unterschiedlich hohe Expression eines bestimmten Gens in
verschiedenen Organismen erklart werden (Smith 1996) und verdeutlicht die wichtige
Rolle der Kodonverwendung bei der Genregulation. Dass die Kodonverwendung in
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direkter Korrelation zu einer gesteigerten Expressionseffizienz von Proteinen steht
(Holm 1986), konnte beispielsweise bei der gesteigerten Erythropoetinproduktion
(Kim, Oh et al. 1997), bei der verbesserten Expression des HIV1-Strukturgens env
(Haas, Park et al. 1996) bzw. des HIV1-Gruppen-spezifischen Antigens gag (Deml,
Bojak et al. 2001) gezeigt werden. Da der GC-Gehalt von Virusgenomen meist weit
unter dem Genom der Wirtszellen liegt (Strauss 1996), kann auf eine unterschiedli-
che Kodonverwendung geschlossen werden.

Auch im Fall der humanen Papillomaviren ist eine Diskrepanz zwischen den im Vi-
rusgenom und den im menschlichen Organismus bevorzugten Kodons zu beobach-
ten. Diese scheinbar schlechte Anpassung des Virus an den Wirt hat allerdings den
Nutzen, die immunogenen Viruskapside nicht Ubermafig bzw. in einer zu frihen
Phase des Lebenszyklus zu generieren. Die an den Menschen angepasste Kodo-
noptimierung (,Humanisierung“) wurde sowohl fur HPV16 L1 als auch fur HPV16 L2
mittels PCR durchgefiihrt und unterscheidet sich von der Originalsequenz zu 78,8%
(L1) bzw. 88;5% (L2). Die Aminsauresequenz der synthetisierten Proteine blieb da-
her unverandert.

Im Kontext der Expressionssteigerung von Strukturproteinen der Papillomaviren bzw.
der Produktion von Pseudovirionen konnte die Wirkungsweise von optimierten Ko-
dons zuerst an BPV1 L1 Molekulen beobachtet werden (Zhou, Liu et al. 1999). Aller-
dings konnte in diesen Versuchen nicht belegt werden, dass es bei den sequenziel-
len Veranderungen nicht evtl. zu einer Inaktivierung von potentiell inhibitorischen
RNA-Elementen kommt.

Die Expressionseffizienz der humanisierten HPV16 L1- und L2-Gene konnte durch
die Humanisierung unter der Kontrolle des CMV-Promotors um ein Vielfaches ge-
steigert werden (bisher unveroéffentlicht). Die Verwendung der humanisierten Gene
konnte im Vergleich zu den urspriinglichen Konstrukten selbst in Pflanzenzellen zu
deutlich erhéhten Expressionsraten fiihren.
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1.3 Ziel der vorliegenden Arbeit

Eine wichtige Voraussetzung zum Verstandnis der Pathogenese viraler Erkrankun-
gen ist die Analyse aller Faktoren, die bei der Interaktion zwischen Virus und Wirts-
zelle, dem Viruseintritt in die Zelle sowie bei der postinfektiosen Virusprozessierung
eine Rolle spielen. Grundlage fur solche Analysen ist die moéglichst unbegrenzte Ver-
fugbarkeit von infektiosen und replikationskompetenten Viren, die mit Hilfe von zlgig
durchfihrbarenden und leicht zu handhabenden in vitro Produktionssystemen herge-
stellt werden. Um die bei einer HPV-Infektion ablaufenden Prozesse moglichst gut
untersuchen zu kdnnen, sollten die Virionen auf3erdem unter Bedingungen erzeugt
werden, die der nativen Vermehrungssituation moglichst nahe kommen.

Ein diesen Kriterien entsprechendes in vitro Produktionssystem konnte fur das hu-
manpathogene Papillomvirus Typl6 bis heute noch nicht entwickelt werden. Ein
Hauptgrund dafir liegt in der sehr starken Expressionskontrolle der spaten Gene von
HPV16, die fur die Bildung der gleichnamigen Virushillproteine L1 und L2 verant-
wortlich sind. Neben der Produktion ist auch die Verpackung der Kapside mit DNA im
natirlichen System auf sich differenzierende Zellen beschrankt. Die fir diese enge
Regulierung verantwortlichen Faktoren sind weitgehend ungeklart. Untersuchungen
bei der kinstlichen Herstellung von infektiosen Virionen des Bovinen Papillomavirus
zeigten, dass eine wirtsunabhangige Produktion (hier in Hefen) prinzipiell durchge-
fuhrt werden kann. Dies war ein Anhaltspunkt dafiur, dass die fur den Differenzie-
rungsprozess der Zelle notwendigen Faktoren keine entscheidende Rolle zu haben
scheinen. Zwar wurden beispielsweise mehrere Herstellungssysteme auf Basis von
viralen Expressionssystemen (Semliki-Forestvirus, Vacciniavirus) entwickelt, doch
konnten diese viele der 0.g. Kriterien nicht erfallen.

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde daher eine neue Strategie entwickelt, die strikte Regu-
lation der Kapsidgenexpression zu Uberwinden. Dazu wurde eine Humanisierung
(1.2.5; S.16) der HPV16 L1- und L2-Gene auf Kodonebene durchgefihrt und in Vor-
experimenten bewiesen, dass durch diese Vorgehensweise im Vergleich zu den
Wildtyp Proteinen eine um den Faktor 10*-10° erhéhte Proteinexpression erreicht
werden kann.

Es wurde darauf die Hypothese aufgestellt, dass die posttranskriptionelle Regulation
durch die Humanisierung durchbrochen wird und unabhdngig vom Zelltyp Virus-

ahnliche Partikel (VLPs), die aus dem Hauptstrukturelement HPV16 L1 sowie dem
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Nebenstrukturelement HPV16 L2 bestehen, hergestellt werden kdnnen. Des Weite-
ren wurde vermutet, dass die Verpackung solcher VLPs mit beliebiger DNA maoglich
ist und diese durch die infektiose Eigenschaft verpackter Partikel (=Pseudovirionen)
in Zellen transduziert werden kann. Die Weiterentwicklung dieses Gedanken zu einer

VLP-Kombinationsvakzine schien zudem viel versprechend.

In Fortfihrung der gewonnenen Erkenntnisse sollte nun in dieser Arbeit geklart wer-
den, in welchen Zellsystemen eine optimale Ko-Expression der humanisierten
HPV16 L1- und L2-Gene durchgefuhrt werden kann bzw. in wie weit und unter wel-
chen Bedingungen die Herstellung von VLPs aus den humanisierten Elementen L1
und L2 moglich ist. AuRerdem sollte versucht werden, die VLPs mit DNA zu verpa-
cken bzw. ein dementsprechend reproduzierbares Verpackungssystem zu etablieren.
Schliel3lich sollte zur Charakterisierung der so gewonnenen VLPs geklart werden, ob
die verpackten VLPs in der Lage sind, andere Zellen zu infizieren und die in ihnen

verpackte DNA zu transduzieren.
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2. Material

2.1 Molekularbiologische Materialien

2.1.1 Plasmide

Plasmid zur bakteriellen Klonierung:

pBlueskriptll KS (+) Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Plasmide zur eukaryotischen Genexpression:

pPcDNA3.1(-) Invitrogen, Groningen, Niederlande
pUF3 (Zolotukhin, Potter et al. 1996)

pURS #150: Das Plasmid basiert auf den eukaryotischen Expressionsvektoren
pcDNA3.1 und pUR; Es enthdalt das lacZ Gen unter der Kontrolle des CMV Promo-
tors (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Herrn Dr. Martin Muller, DKFZ,
Heidelberg).

#65: Das Plasmid basiert auf dem prokaryotischen Klonierungsvektor sp65. Es ent-
halt das komplette HPV16 Genom.

Plasmide zur Herstellung von VLPs:
Die genauen Plasmidkarten, die zur Herstellung der VLPs verwendetet wurden, kon-
nen dem Anhang entnommen werden (s. Kapitel 9).

Plasmide zur Herstellung von rekombinanten Adeno-assoziierten Viren:
pDG Laborbestand J.Kleinschmidt (DKFZ)
(Grimm, Kern et al. 1998)

2.1.2 Antikorper

Erstantikdrper:

Bezeichnung Spezifitat Spezies Referenz

Camvir HPV16 L1 Maus (Kulski, Sadleir et al.
1998)

#20 HPV16 L2 Kaninchen (Gornemann, Hof-
mann et al. 2002)

#4543 HPV16 L1 Kaninchen Laborbestand
M.Mdller (DKFZ)

1.3 HPV16 L1 Maus (Muller, Zhou et al.
1997)

Bl AAV Kapside Maus (Wobus 2000)

A20 AAV Kapside Maus (Wobus 2000)

T-AG SV40 T-Antigen Maus (MacArthur and Wal-
ter 1984)

Zweitantikérper:

Ziege anti-Maus IgG, Meerrettichperoxidase-konjugiert Sigma, Deisenhofen

Ziege anti-Maus IgG/IgM, Meerrettichperoxidase-kon;. Sigma, Deisenhofen

Ziege anti-Maus IgG, Cy3-konjugiert Dianova, Hamburg
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Ziege anti-Kaninchen IgG, FITC-konjugiert
2.1.3 Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Targetplasmid (UTR):

Primer 1:

TTT GAT ATC GTT TTC TGC AGA CCT AGATCA G
Primer 2:

AAA GAT ATC GTG CAT A AAATG TCTGCT TTT ATAC

SV40 Sondenherstellung:

Primer 1:

TTT GAATTAATT CTG TGG AAT GT
Primer 2:

TTT CCA AAA AAG CCT CCT CAC TAG

2.2 Biologische Materialien

Sigma, Deisenhofen

2.2.1 Viren

Ad-5: Wildtyp Adenovirus Typ 5 (Laborbestand J. Kleinschmidt, DKFZ-
Heidelberg)

A194: Fur humanisiertes HPV16 L1 rekombinantes Bakulovirus (Laborbe-

stand M. Muller, DKFZ-Heidelberg)

2.2.2 Bakterienstamme (E. coli)

DH5a

Genotyp: SupE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR17 (rx” mg")

recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl deoR

JM101

Genotyp: SupE thi A(lac-proAB) F’[traD36 proAB™ lacl
lacZAM15]

MC1061

Genotyp: FaraD139 A(ara-leu)7696 galE15 galkl6 A(lac)X74

rpsL (Str") hsdR2 (re-mi") mcrA mcrB1

2.2.3 Eukaryotische Zell-Linien

293 Adenovirus 5 (E1A/B) transformierte humane embryonale Nierenzellen
293-T Adenovirus 5 (E1A/B) transformierte humane embryonale Nierenzellen,
die das Gen fir das T-Antigen des Simian Virus 40 enthalten
293-TT  Adenovirus 5 (E1A/B) transformierte humane embryonale Nierenzellen,

die das Gen fir das T-Antigen des Simian Virus 40 in sehr groRen Men-

gen enthalten (Uberexpression)

911 Adenovirus 5 (E1A/B) transformierte humane embryonale Retinoblasten

Zell-Linie

BHK-21 Zell-Linie aus Hamsterniere (Mesocricetus auratus)(ATCC Nummer:

CRL-1632)
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BPHE-1 Zell-Linie aus Hamsterniere, die autonom replizierende BPV-1 Genome
enthalt

Caski Humane, epitheliale Zellen einer Cervix Karzinommetastase. Enthalten
ca. 600 integrierte Kopien des HPV16 Genoms und HPV18 verwandte
Sequenzen (ATCC Nummer: CRL-1550)

COS-1  sVv40 transformierte Fibroblasten aus Affenniere (Cercopithecus aethi-
ops; ATCC Nummer: CRL-1650). Im Gegensatz zu Cos-7 Zellen besitzen
Cos-1 Zellen eine integrierte Kopie der kompletten friilhen Region des
SV40 Genoms.

COS-7  SV40 transformierte CV1-Zellen (siehe nachfolgend; ATCC Nummer:
CRL-1651)

Cv-1 Fibroblastenzell-Linie aus Affenniere (Cercopithecus aethiops) (ATCC
Nummer: CCL-70)

HelLa Humanes Adenokarzinom aus dem Epithel des Cervix uteri. Diese Zell-
Linie enthalt Sequenzen des humanpathogenen Papillomavirus Typ 18
(ATCC Nummer: CCL-2)

Sf9 Ovariengewebe (aus Puppenstadium) des ,fall armyworm® (Spodoptera
frugiperda)(ATCC Nummer: CRL-1711)

2.3 Kulturmedien und -l6sungen

2.3.1 Bakterienkultur

Kulturmedien:

LB-Medium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

ad 11 H,0, pH-Einstellung mit NaOH auf 7.5 und anschliel3en-
des Autoklavieren

LB-Agarplatten: 15 % Bacto-Agar (w/v)
Der Bacto-Agar wird LB Medium zugesetzt und autoklaviert.
Nach Abkihlung auf ca. 50°C kann das gewinschte Antibioti-
kum hinzugefigt werden

Losungen und Puffer:
Resuspensions-

puffer: 10 mM Hepes

ad 1L H>,O
Ampicillin Stammldsung (c = 100mg/ml)
Kanamycin Stammldsung (c = 30mg/ml)

2.3.2 Kultur eukaryotischer Zellen

Zusammensetzung der kompletten Medien:

DMEM: 10 % FCS (hitzeinaktiviert) (v/v)
2 mM  L-Glutamin
100 U/ml Penicillin / Streptomycin
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Kryokonservier-

ungslésung: 45 % komplettes Kulturmedium (v/v)
45 % FCS (hitzeinaktiviert) (v/v)
10 % DMSO (v/v)

Trypanblaulésung: 50 % Trypanblau-Stocklésung (v/v)
50 % PBS-Puffer (v/v)

DMEM Sigma, Deisenhofen
L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin Life Technologies, Karlsruhe
0.25% Trypsin-EDTA-Lsg. Life Technologies, Karlsruhe
Trypanblau-Stocklésung Fluka, Gaiberg

Das Komplement des FCS wurde durch Inkubation fiir 30min bei 56°C inaktiviert.

2.3.3 Kultur von Insektenzellen

TNM-FH: 10 % FCS (hitzeinaktiviert) (v/v)
2 % L-Glutamin (v/v)
1 % Penicillin (v/v)

1 % Streptomycin (v/v)
TNM-FH Kulturmedium Sigma, Deisenhofen

2.4 Materialien fur molekularbiologische und zellbiologische Tech-
niken

2.4.1 Plasmidaufarbeitung in kleinen Mengen aus E. coli (,Miniprep®)

Losung 1: 50 mM Glucose
25 mM Tris
10 mM EDTA

Ldsung 2: 0,2 M  NaOH
1 % SDS

LOsung 3: 3 M  Natriumacetat
pH-Einstellung mit Essigsaure auf 5.3

Weiterhin bendtigte Chemikalien:
Phenol, CIA, 2-Propanol, 100% EtOH sowie TE (siehe 2.4.211)

2.4.2 Plasmidaufarbeitung in grof3en Mengen aus E. coli (,Maxiprep*)

Losungen 1, 2 und 3 aus ,Plasmidaufarbeitung in kleinen Mengen* (2.4.1)
LiCl-Puffer: 5 M  LiClin H,O

Weiterhin bendtigte Chemikalien:
Lysozym (20ug/ml Stockldsung), RNase (20mg/ml Stockldsung), Casiumchlorid,
Ethidiumbromid (siehe 2.4.211)

23



Material

2.4.3 Praparation von episomaler DNA (nach Hirt)

Standardaufreinigung:

Lysepuffer: 10 mM Tris pH 8.0
10 mM EDTA pH 8.0
06 % SDS
250 g Proteinase K/ml

in H,O lésen
Schnellaufarbeitung:
Resuspensions-
puffer: 50 mM Tris pH 7.5
10 mM EDTA (EDTA muss 100ug/ml RNase A enthalten)
in H,O lésen
Lysepuffer: 1 % SDS
2000 mM NaOH
in H,O l6sen
Préazipitationsmix: 3 M CsCl
1 M  Potassiumacetat
0,67 M Essigsaure
in H,O lésen
Waschpulffer: 80 mM Potassiumacetat

10 mM Tris pH 7.5
40 uM EDTA

60 %  Ethanol

in H,O aufnehmen

2.4.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

2x BBS: 50 mM BES
280 mM NacCl
1,5 mM Na;HPO,
in H,O gel6st und mit NaOH auf pH 6.95 eingestellt

Sonstiges: 3 M  CaCl,
in H,O losen und autoklavieren

X-Gal-

Farbelbsung: 4 mM K3Fe[CN]g

4 mM K;Fe[CN]e

2 mM MgCl,

5 % 20mg/ml X-Gal in Dimethylformamid (v/v)

ad 1 ml PBS
Transfast Transfection Reagent Promega, Madison, USA
Escort Transfection Reagent Sigma, Deisenhofen
Fugene 6 Transfection Reagent Roche, Mannheim
Effectene Transfection Kit Qiagen, Hilden
Metafectene Biontex, Minchen
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2.4.5 Induktion von Apoptose in eukaryotischen Zellen

Staurosporin-
stocklésung: 1 mM Staurosporin (Streptomyces)
in 100% DMSO aufnehmen und lichtgeschutzt bei 4°C lagern

Staurosporin Sigma, Deisenhofen

2.4.6 Extraktion von virus-&hnlichen Partikeln (VLP) aus Saugerzellen

VLP-Extraktions-

puffer: 1 M  NaCl
1,5 mM MgCl,
10 mM KCI

10 mM Hepes
in PBS I6sen, 1 Tablette Proteaseinhibitorenmix/10m! Ansatz
hinzufligen sowie im Anschluss sterilfiltrieren

Proteaseinhibitorenmix (complete-mini; EDTA free) Roche, Mannheim

2.4.7 Elektrophoresepuffer und -ldsungen

2.4.7.1 DNA-Agarosegele

Laufpuffer (TAE): 0,04 M Tris
571 % Essigsaure (v/v)
10 % 0,5MEDTA pH 8.0 (v/v)

6x DNA

Ladepuffer (BPB): 50 %  Saccharose
0,15 % Bromphenolblau
0,12 % SDS

2.4.7.2 Polyacrylamidgele zur Proteinauftrennung

TGS-Laufpuffer: 25 mM Tris HCI pH 8.3
1,45 % Glycin
01 % SDS

2x Protein-
Ladepuffer
(2x Laemmli): 125 % 1M Tris HCI pH 6.8 (v/v)
4 % SDS (w/v)
20 %  Glyzerin (v/v)
0,02 % Bromphenolblau
02 M DTT

Tris-Puffer pH 6.8: 1 M Tris
pH-Einstellung mit HCI auf pH 6.8

Tris-Puffer pH 8.8: 1 M Tris
pH-Einstellung mit HCI auf pH 8.8
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Sammelgel: 3%

Acrylamidlésung 1 mi

1 M Tris-Puffer pH 6,8 1,25 mi

10% SDS 300 pl

H.O 7,5 mi

10% APS 100 pl

TEMED 15 pl

Trenngel: 10% 12,5%
Acrylamidlésung 10 mi 12,5 mi
1 M Tris-Puffer pH 8,8 11,25 ml 11,25 ml
10 % SDS 300 pl 300 pl
H.O 8,15 ml 565 ml
10% APS 300 pl 300 pl
TEMED 15 pl 15 pl

Weiterhin bendétige Chemikalien:

Gebrauchsfertige Acrylamidldsung

(30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid) Applichem, Darmstadt
TEMED Sigma, Deisenhofen

2.4.8 DNA Langenmarker

Hindlll-restriktionsverdauter Lambda-DNA-

Fragmentgro3enstandard im Bereich

von 2027 bis 23130bp New England Biolabs, Frankfurt
100bp Leiter DNA-Gr6RRenstandard MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.4.9 Molekulargewichtsmarker fir Proteingele

Molekulargewichts-Standardmarker BenchMark Life Technologies, Karlsruhe
Vorgefarbter Proteinmarker Peglab, Erlangen

Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in den jeweiligen Grafiken des Ergeb-
nisteils angegeben.

2.4.10 Western Blot

EMBL-Puffer: 40 mM Tris-HCI pH 10.4
39 mM Glyzin
1,3 mM SDS
20 %  Methanol (v/v)
in H,O aufgenommen

Blocklosung: 5 %  Magermilchpulver
0,05 % Tween-20 (V/v)
in PBS gelost

Luminol-L6ésung: 1,25 mM Natriumluminol

2,7 mM Wasserstoffperoxid
in 0,1M Tris-Cl pH 8.6 aufgenommen; Lagerung bei 4 °C und
lichtgeschiitzt
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Enhancer: 11 mg Para-hydroxy-coumarsaure (trans)
in 10ml DMSO gel6st; lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gela-
gert
Strip-Puffer: 1 M  Glycin
ad 1L H,O sowie Einstellung auf pH 1.8
Ponceau-S-
Farbeldsung: 0,5 % Ponceau-S (w/v)
ad 500ml mit 1% Essigséaure
Chemilumineszenz-Detektions-Kit Applichem, Darmstadt

2.4.11 Southern Blot

Depurinisierungs-

puffer: 0,25 M HCI
in H,O
Denaturierungs-
puffer: 05 M NaOH
15 M NaCl
in H,O
Neutralisations-
puffer: 1 M  Tris pH 8.0
15 M NaCl
in H,O

Blottingpuffer (10x
SSC): 15 M NaCl
0,15 M Na-Citrat
in H,O gelést und mit 20N NaOH auf pH 7.0 eingestellt

Farbmarker-

Losung: 0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Dextranblau
in 2xTE aufnehmen

Hybridisierungs-

LOsung: 1 M Na;HPO4
05 M EDTA
20 % SDS
10 % BSA
in H>,O

Waschpuffer 1: 2 x  SSC
01 % SDS
in Hzo
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Waschpuffer 2:

0,2 x SSC

0,1 % SDS
in H>,O

2.4.12 Infektionsexperimente mit VLPs/PVs

PBS-PV:

PBS-PV2:

PBS-PV3:

140 mM NacCl

2,7 mM KCI

15 mM KH;PO4

8,1 mM Na,HPO,

in H,0 l6sen und auf pH 6.8 eingestellt

140 mM NacCl

2,7 mM KCI

1,5 mM KH;POq4

8,1 mM Na;HPO,

10 mM MgCl,

in H,O lI6sen und auf pH 6.8 eingestellt

140 mM NaCl

2,7 mM KCI

15 mM KH2PO,4

8,1 mM NazHPO4

100 ug/ml Bovines Serum Albumin

in H,O lésen, auf pH 6.8 eingestellt und autoklaviert

2.4.13 Herstellung rekombinanter Adeno-assoziierter Viren (AAV)

2X HBSS:

Sonstiges:

Lysepuffer:

lodixanollésungen:

50 mM HEPES pH 7.05

1,5 mM NaHPO4 * 2H,0

280 mM NaCl

10 mM KCI

12 mM D(+)-Glucose

in H,O gel6st und auf pH 7.05 eingestellt. Darauf sterilfiltrieren,
aliquotieren und bei -20°C lagern

25 M CaC|2
in H,O losen und autoklavieren

0,15 M NacCl
50 mM Tris pH 8.5
in H,O losen und autoklavieren

25 % lodixanol
40 % lodixanol
60 % lodixanol
jeweils in PBS-MK ansetzen

15 % lodixanol
in PBS-MKN aufnehmen
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PBS-MK: 1 mM MgCl,

2,5 mM KCI

in H,O losen und autoklavieren
PBS-MKN: 1 mM MgCl,

2,5 mM KCI

1 M  NaCl
in H,O losen und autoklavieren

Weitere Chemikalien:
Flissiger Stickstoff DKFZ, Heidelberg
OptiPrep Density Gradient Medium 60% (lodixanol) Sigma, Deisenhofen

2.4.14 AAV Genomtitration

Proteinase Puffer
(2x): 20 mM Tris pH 8.0
20 mM EDTA
1 % SDS
in H,O I6sen und autoklavieren

Titrierlésung: 04 M NaOH
10 mM EDTA
in H,O losen und autoklavieren

2.4.15 Indirekte Immunfluoreszenz

Eindecklosung: 50 % Glyzerin
in H,O

2.4.16 ELISA

PBS-Puffer: 140 mM NacCl
2,7 mM KCI

8,1 mM NaHPO,
1,5 mM KH;POq4
in H,O lésen, pH 7.3-7.4 einstellen und autoklavieren

ELISA-Puffer: 100 mM Natriumacetat
50 mM NaH,PO,
in H,O gel6st und mit 10% Essigsaure auf pH 4.2 eingestellt

Substratlésung 9,5 ml ELISA-Puffer
0,5 ml 10mg/ml ABTS
4 pul H20; (30 %-ige wassrige Losung)

ABTS (2,2’-Azino-bis(3-Ethylbenz-thiazolin)-
6-Sulfonsaure) Sigma, Deisenhofen
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2.4.17 Radioaktivitat

2.4.17.1 Radioaktive Markierung von DNA (Sondenherstellung)

DNA-labeling Kit, ,Ready-to-go“-labeling beads Amersham, Minchen
DNA-labeling Kit, “Random primed labeling” Roche, Mannheim
2.4.17.2 Radiochemikalien

$2p.dCTP, 250uCi Amersham, Miinchen
2.4.17.3 Aufreinigung radioaktiv markierter Sonden

Laufpuffer (2x): 0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Dextranblau

in2x TE
Sephadex G25 Sigma, Deisenhofen
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
Dextranblau Merck, Darmstadt

2.4.18 Elektronenmikroskopie

Fixierlosung: 25 % Glutaraldehyd (v/v)
1 mM MgCl,
in Cacodylat-Puffer aufnehmen

Cacodylat-Puffer: 50 mM Cacodylsaure
in H,O aufnehmen und pH auf 7.2 einstellen

Osmiumtetroxid-
Losung: 2 %  Osmiumtetroxid (v/v)
in Cacodylat-Puffer aufnehmen

2.4.19 Chemikalien

Chemikalien wurden in p.A. Qualitat von den Firmen Applichem (Darmstadt), Sigma
Aldrich (Deisenhofen), Serva (Heidelberg), Life Technologies (Karlsruhe), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlruhe), Riedel de Haen (Seelze, Niederlande), Fluka (Neu-
Ulm) und Gerbu (Gaiberg) bezogen.

2.4.20 Enzyme

Benzonase Sigma, Deisenhofen

DNasel Roche, Mannheim
Kalberdarmphosphatase (CIAP) Fermentas, St. Leon-Rot
Proteinase K Applichem, Darmstadt

Pwo DNA-Polymerase Roche, Mannheim
Restriktionsendonukleasen und Puffer New England Biolabs, Schwalbach
Ribonukelase A (RNase A) Roche, Mannheim

T4-Ligase Life Technologies, Karlsruhe
T4-DNA-Polymerase Life Technologies, Karlsruhe
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2.4.21 Standardlésungen

Antikorperlésung: 5 %

0,01 % Thimerosal

Bovines Serum Albumin

in PBS ansetzen und sterilfiltrieren

Blockmilchlésung: 5 % Magermilch
in PBS-T ansetzen

Coomassie-Blau-

Farbelbsung: 0,25 %

45 %  Methanol (v/v)

45 % HyO (Viv)

10 %  Essigsaure (v/v)
Entfarbeldsung: 45 %  Methanol (v/v)

45 % HyO (Viv)

10 %  Essigsaure (v/v)
PBS-Puffer: 140 mM NacCl

2,7 mM KCI

8,1 mM NazHPO4
15 mM KH,PO,

Coomassie brillant blue (w /v)

pH 7.3-7.4
PBS-T: 0,05 % Tween-20 (v/v) in PBS
PBS-T3: 0,3 % Tween-20 (v/v) in PBS
CIA Chloroform : Isoamylalkohol = 24 : 1 (v/v)
Phenol* 50 %  Phenol (v/v)
50 % CIA (vIv)
Strip-Puffer 1 M  Glyzin
pH mit konzentrierter HCI auf 1.8 einstellen und mit H,O ad 1L
auffillen
TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 7.4

1 mM EDTA, pH 8.0

1% Ethidiumbromidlésung (10mg/ml)
100% Ethanol absolut (EtOH)

100% 2-Propanol (Isopropanol)

2.4.22 Kits

Random Primed DNA Labeling Kit
“Ready to go” DNA labeling Beads

Roth, Karlsruhe

Riedel de Haen, Seelze
Niederlande

Riedel de Haen, Seelze Nieder-
lande

Roche, Mannheim
Amersham, Minchen
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2.4.23 Verbrauchsmaterialien

6-, 12- und 24-Lochplatten zur Bakterien- oder

Gewebekultur Costar, Corning, USA
Greiner, Frickenhausen
500ml Zentrifugenréhrchen Nalgene, Nunc, Wiesbaden
50ml Zentrifugenréhrchen Nalgene, Nunc, Wiesbaden
15-, und 50ml Schraubdeckelréhrchen Greiner, Frickenhausen
15ml Schraubdeckelréhrchen, PP und PS Biochrom, Berlin
Bottle-Top-Filter Costar, Corning, USA
Dialysefilter, 0,025um Millipore, Billerica, USA
Deckglaschen (rund), 20mm Durchmesser Roth, Karlsruhe
Elektroporationskivetten Peglab, Erlangen
ELISA-Platten, Rundboden Becton Dickinson, Franklin
Lakes, USA
Einfrierréhrchen, Kryo-Roéhrchen 2ml Roth, Karlsruhe
Filterpapier, Whatman 3MM-Papier Schleicher & Schuell, Dassel
Geltrocknungsfolie Promega, Madison, USA
Gewebekulturschalen und —platten Greiner, Frickenhausen
Impfdsen Greiner Frickenhausen
Konzentratoren, VivaSpin MW 15,000 Vivascience, Hannover
Kivetten, Halb Mikro Greiner, Frickenhausen
Kupfernetze, ,300 mesh* Plano, Wetzlar
Nitrozellulose, 0,2um Porengré3e, Protran Schleicher & Schuell, Dassel
Nirozellulose, 0,45um Schleicher & Schuell, Dassel
Nylon Transfer Membran, Hybond-N", 0,45um Amersham, Minchen
Objekttrager Langenbrick, Emmendingen
Parafiim M Amer. National Can, Chicago, USA
Pasteurpipetten, Kunststoff Greiner, Frickenhausen
Pipetten mit 20ul-, 200pl-, 1000ul Gesamt-
pipettiervolumen (Fa. Gilson) Abimed, Langenfeld
Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen
Polyvinylidendifluorid (PVDF) Boehringer, Mannheim
Polyvinylidendifluorid (PVDF) Amersham, Minchen
QlAprep Qiagen, Hilden
Reagenzreservoir Costar, Corning, USA
ReaktionsgefalRe 1,5ml, 2ml Eppendorf, Hamburg
ReaktionsgefalRe 15ml, 50ml Greiner, Frickenhausen
Rontgenfilme, Kodak BioMax MR-1 Sigma, Deisenhofen
Rontgenfilme, Kodak X-Omat, Blue XB-1 Sigma, Deisenhofen
Rontgenfilme, Hyperfilm ECL Amersham, Minchen
Rontgenfilmkassetten Kodak, Stuttgart
Silica-Membran Zentrifugationssaulen Qiagen, Hilden
Spritzen und Kantlen Terumo, Leuven, Belgien
Sterilfilter, Zelluloseacetat 0,2um Renner, Dannstadt
Ultrazentrifugenréhrchen, PA 6ml Kendro, Newtown, USA
Ultrazentrifugenréhrchen, PA 13x51mm Beckmann, Palo Alto, USA
Ultrazentrifugenréhrchen, PA 25x29mm Beckmann, Palo Alto, USA
Ultrazentrifugenréhrchen, PA 25x89mm Beckmann, Palo Alto, USA
Ultrazentrifugenréhrchen, PA 14ml Beckmann, Palo Alto, USA
Untersuchungshandschuhe Meditrade, Kiefersfelden
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Zellschaber
Zellkulturschalen (Durchmesser: 10cm)

Zentrifugationssaule mit Silica-Membran

2.4.24 Gerate und Hilfsmittel

Agarosegel-Elektrophoreskammer, Horizon 58
Austropfvorrichtung fir Saccharosegradienten

Bakterieninkubator, Certomat H
Bakterienschuittler, Orbitec
Elektronenmikroskop, EM 10A
Elektroporationsgerat, E. coli Pulser
Elektrotransfer Blotapparatur, Semy Dry
ELISA-Lesegerat, Multiskan MS
Entwicklermaschine AgfaCurix 60
schine Classic E.O.S.

Geltrafo, PS 305

GeneAmp PCR System 2400
Handmonitor LB 1210 B
Inversmikroskop fur Zellkultur, Wilorat S

Kamera (Elektrophoresegelablichtung) EASY 429K

Konfokales Mikroskop Leica DM IRBE
Kihl- und Gefrierschréanke

Kihlzentrifuge Minifuge T mit Einsatz # 2708

Kahlzentrifuge Minifuge 2
Kihlzentrifuge Sorvall RC5C
Kahlzentrifuge Varifuge RF
Laborwaage, MC 1
Magnetriihrer, RCT basic
Mikroliterpipetten, Gilson
Mikroskop Axiophot
Mikrowellengerat

Peristaltische Pumpe P1
pH-Meter

Photoapparatur

Photodrucker, P91
Pipettierhilfe ,Pipetboy*
Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer
Reaktionsgefal3rotierer
Rotoren: SS34, SA600, GS3, TV-865
T150.2, VTi 65

Rotor: TST 41.14
Saccharosegradientenmischer
Steuerung fur Gelkamera, ICU1
Stickstofftank, Chronos Biosafe
Tempcold, Kuhlblockaggregat
Thermomixer 5436
Tischmonitor QC 2000

Tischkuhlzentrifuge IEC Micromax CF
Tischkihlzentrifuge 5417 R

Costar, Corning, USA
Greiner, Frickenhausen
Sarstedt, Nimbrecht
Qiagen, Hilden

Life Technologies, Karlsruhe
DKFZ, Heidelberg

Braun Melsungen, Melsungen
Infors GmbH, Einsbach
Zeiss, Jena

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen
Labsystems, Frankfurt

Agfa, Minchen Entwicklerma-
Agfa, Minchen

Gibco BRL, Eggenstein
Perkin Elmer, Norwalk, USA
Berthold, Wildbad

Hund, Wetzlar

Herolab, Wiesloch

Leica, Heidelberg

Bosch, Labotect, Géttingen
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

DuPont, Bad Nauheim
Heraeus, Hanau

Sartorius, Goéttingen

Janke und Kunkel, Staufen
AAT, Langenfeld

Zeiss, Oberkochen
Samsung, Korea
Amersham, Minchen

Knick, Berlin

Polaroid, St. Albans, England
Mitsubishi, Kyoto, Japan
Integra Bioscience, Fernwald
Hoefer, San Francisico, USA
Stuart Scientific, Redhill, UK

DuPont, Bad Nauheim
Kendro, Newtown, USA
DKFZ, Heidelberg

Herolab, Wiesloch

Messer Griesheim, Griesheim
Thermo-Dux, Weinheim
Eppendorf, Hamburg
BioScan, Washington D.C.,
USA

Thermoquest, Egelsbach
Eppendorf, Hamburg

33



Material

Tischkuhlzentrifuge 2019R
Tischschwenkplatte Duomax 1030
Tischzentrifuge 5415 C
Tischzentrifuge (f. Radioaktivitéat) 5416
Tischzentrifuge Megafuge 1.0
Transilluminatoren 254nm und 366nm
Ultracutter

Ultraschalldesintegrator ,Sonifier 250"
Ultrazentrifuge Centrikon T-2070
,UV-Crosslinker*

Wasserbad, Julabo UC
Zellkulturinkubator, CO»-Auto-Zero

2.4.25 Computerprogramme

Adobe Acrobat 6.0
Adobe Photoshop 6.0
Clone Manager for Windows

Endnote 7.0

Leica TCS NT Version 1.6.582
Leica Confocal Software Version 2.5
Medline / Pubmed

Microsoft Office 2000 bzw. 2002
Microsoft Windows 98 bzw. XP

Napco, Winchester, USA
Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Konrad Bede, Wiesloch
Leica, Heidelberg
Branson Danbury, USA
Kontron, Newtown, USA
Stratagene, La Jolla, USA
Buddelberg, Mannheim
Heraeus, Hanau

Adobe, California, USA

Adobe, California, USA
Scientific and Educational
Software, Pennsylvania, USA
ISI Research Software,
Berkeley, USA

Leica, Mannheim

Leica Microsystems, Mannheim
NIH Software

Microsoft Corp., Redmont, USA
Microsoft Corp., Redmont, USA
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3. Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Bakterienkultivierung

Bakterien werden in LB-Medium oder auf LB-Agarplatten (2.3.1) bei 37°C kultiviert.
Durch Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin werden solche Bakterien selektioniert, die
durch eine vorausgegangene Transformation ein Plasmid mit dem entsprechenden
Resistenzgen enthalten. Flissigkulturen werden entweder von einer Einzelkolonie
auf einer Agarplatte oder aus einem Glyzerinvorrat mit einer sterilen Plastikimpfose
beimpft.

3.1.2 Bakterienkonservierung

Zur langerfristigen Lagerung von Bakterienklonen werden 1000pl einer Ubernachtkul-
tur mit 1000l Glyzerin (100%) gemischt und bei —70°C eingefroren. Diese Glyzerin-
vorriate werden bei —70°C aufbewahrt und dienen zum Animpfen von neuen Uber-
nachtkulturen.

3.1.3 Restriktionsverdau von DNA

Alle Restriktionsenzyme werden beziglich des Gebrauchs von Inkubationspuffern
und der Anwendung von bestimmten Reaktionsbedingungen entsprechend den Her-
stellerangaben eingesetzt. Fiur die analytische DNA-Spaltung wird ca. 1ug DNA mit
den entsprechenden Restriktionsenzymen in einem Endvolumen von 20ul fur 2-3
Stunden inkubiert. In Abhangigkeit von der Anzahl an Schnittstellen in der Substrat-
DNA werden zwischen 10 und 20 Einheiten des jeweiligen Restriktionsenzyms ein-
gesetzt. Im weiteren wird dem Restriktionsansatz zur Beseitigung von RNA-
Kontaminationen RNase und zur Stabilisierung von zu Spontandegradation neigen-
den Enzymen (bei Bedarf) BSA hinzugefluigt. Schliel3lich kann die DNA mittels Zuga-
be von 1/5 Volumen des 6x BPB-Ladepuffers (2.4.7.1) in der analytischen Agarose-
gelelektrophorese untersucht werden.

Pipettierschema:

ca. 1ug Plasmid DNA

1pl Restriktionsenzym 1 (10-20U)

1pl Restriktionsenzym 2 (10—-20U; bei ,Doppelverdau®)
2ul 10x Reaktionspuffer

0,3ul 50x BSA (falls vom Hersteller empfohlen)

0,5ul RNase (aus 10mg/ml Stocklésung)

ad 20ul H,O

Zur praparativen Aufreinigung von DNA Fragmenten werden zwischen 10 und 30ug
Plasmid-DNA Uber Nacht in einem Endvolumen von 200ul unter den vorgeschriebe-
nen Reaktionsbedingungen verdaut. Das komplette Reaktionsvolumen wird mit 1/5
Volumen des 6x BPB-Ladepuffer (2.4.7.1) gemischt und auf einem préaparativen Aga-
rosegel (je nach gewiinschter Trennungscharakteristik zwischen 1 und 1,5%) analy-
siert.
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Pipettierschema:

10-30ug Plasmid DNA

2ul Restriktionsenzym 1 (10-20 U)

2pl Restriktionsenzym 2 (10-20 U; bei ,Doppelverdau*)

20ul 10x Reaktionspuffer

3pl 100x BSA (falls vom Hersteller empfohlen)

5ul RNase (aus 10mg/ml Stocklésung)

ad 200pl H,O
Bei gleichzeitigem Verdau mit zwei Restriktionsenzymen (,Doppelverdau®) wird be-
zuglich der Reaktionsbedingungen den Vorgaben des Herstellers entsprochen.

3.1.4 Replikationsanalyse mittels Dpnl / Hindlll gestltzter Restriktion

Das Enzym Dpnl spaltet DNA an einer bestimmten Sequenz nur dann, wenn diese
Sequenz eine Methylierung aufweist, wie sie typischerweise bei der Amplifikation von
DNA in Prokaryoten, nicht aber in Eukaryoten auftritt. Damit kann die in Eukaryoten
replizierte DNA von der durch Transfektion in die Zelle eingebrachten DNA unter-
schieden werden. Zur Kontrolle wird die nach dem Hirt-Protokoll extrahierte DNA
(3.1.17.2) zusatzlich mit einem das transfizierte Plasmid linearisierendem Enzym
(hier: HindlIll) inkubiert, um im spater erfolgenden Nachweis im Southern-Blot
(3.1.18) die spezifische Wirkungsweise des Dpnl nachweisen zu kdnnen.

Fur die replikationsanalytische DNA-Spaltung werden ca. 20ul Hirt extrahierte Plas-
mid-DNA (3.1.17.2) mit den Restriktionsenzymen Dpnl (,Einzelverdau®) bzw.
Dpnl/Hindlll (,Doppelverdau®) in einem Endvolumen von 200ul fir 2-3 Stunden bei
37°C inkubiert. Es werden weiterhin jeweils 20 Einheiten Dpnl bzw. Hindlll einge-
setzt. Zur Beseitigung von RNA-Kontaminationen wird RNase und zur Stabilisierung
der Enzyme BSA hinzugefiigt. Schlie3lich wird die DNA nach Zugabe von 1/5 Volu-
men des 6x BPB-Ladepuffers (2.4.7.1) auf ein 0,7-1%-iges, analytisches Agarosegel
aufgetragen.

Pipettierschema:

20ul Hirt extrahierte DNA

3ul Dpnl (20V)

3ul Hindlll (20U; bei ,Doppelverdau*)
20pl 10x Reaktionspuffer

3ul 50x BSA

5ul RNase (aus 10mg/ml Stocklésung)
ad 200ul H,O

3.1.5 Dephosphorylierung von 5-DNA Enden

Durch die Verwendung der alkalischen Kéalberdarmphosphatase (calf intestine alkali-
ne phosphatase; CIAP) kdnnen glatte und Uberstehende 5°-DNA-Enden nach einem
Restriktionsverdau dephosphoryliert werden. Durch diese Verfahrensweise kann ei-
ner unerwinschten intramolekularen Ligation effektiv entgegengewirkt werden. Der
Gebrauch dieses Enzyms, der sich in der Regel direkt an einen Restriktionsverdau
anschlief3t, erfolgt im Rahmen der vom Hersteller empfohlenen Puffer- und Reakti-
onsbedingungen.

Dafir werden 3ul CIAP (1U/pl) zum Ansatz des praparativen Restriktionsverdaus
hinzugefuigt, der daraufhin bei Restriktionsschnittstellen mit 5-Uberhang fiir insge-
samt 15min bei 37°C inkubiert wird. Handelt es sich allerdings um Schnittstellen mit
einem 3’-Uberhang bzw. glatten DNA Enden, so wird der Reaktionsansatz zunéchst
fur 15min bei 37°C und danach fur 15min bei 56°C inkubiert. Um zu verhindern, dass
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bei der nachfolgenden Zusammenfiuhrung von dephosphorylierter Vektor- und phos-
phorylierter Insert-DNA weitere Dephosphorylierungsprozesse eine erfolgreiche
Ligation verhindern, wird CIAP durch eine Phenol-Extraktion (3.1.12) oder eine pra-
parative Agarosegelelektrophorese entfernt.

3.1.6 Auffillen von 5-Uberhangen

Werden flr Klonierungsexperimente glatte Enden eines DNA-Fragments bendtigt, so
kann man tUberhangende Einzelstrdnge mit dNTPs auffullen. Dazu wird das aufzuful-
lende DNA-Fragment aus einem Restriktionsansatz gefallt (3.1.13) und anschlielRend
in 40ul T4-DNA-Polymerasepuffer aufgenommen. Weiterhin werden dem Ansatz
150ul H20, 3ul dNTPs (je 2,5mM) sowie 3ul T4-DNA-Polymerase (2.4.20) hinzuge-
geben und fir 30min bei RT inkubiert. Die DNA wird im folgenden erneut gefallt und
kann fur die Ligation (3.1.7) verwendet werden.

3.1.7 Ligation

Mit Hilfe der Ligation werden DNA-Fragmente an ihren Enden kovalent verbunden.
Dabei katalysiert die T4-DNA-Ligase die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwi-
schen freien 3-OH und 5°-Phosphatgruppen. Die Zusammenfiihrung von zwei im
Vorfeld einzeln vorliegenden Fragmenten (Insert und Vektor) kann somit vollzogen
werden.

Pipettierschema:

50ng dephosphorylierte Plasmid-DNA (,Vektor*)
250-500ng nicht dephosphorylierte DNA (,Insert®)
4ul 5x Ligationspuffer

2ul T4-DNA-Ligase (1 U/pul)

ad 20 ul H,O

Der Ligationsansatz wird tber Nacht bei 12-15°C gelagert. Die Menge an ,selbstli-
gierter® Vektor-DNA (ohne Insert) wird durch einen zusatzlichen Reaktionsansatz
ohne Verwendung der Insert-DNA ermittelt. Zur Uberprifung des Ligationserfolges
werden jeweils 5ul des Ligationsansatzes mit 1ul 6x BPB-Ladepuffer versetzt und auf
einem analytischen Agarosegel (1-1,5%) aufgetrennt. Anschliel3end werden kompe-
tente Bakterien mit 1-2ul des Ligationsansatzes transformiert (3.1.15).

3.1.8 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR wird fur die Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte eingesetzt. Sie ver-
lauft in mehrfachen Zyklen, wobei zuerst eine Denaturierung der DNA stattfindet. Ge-
folgt wird dieser Schritt von einer Primer-Hybridisierung, bei der mindestens teilweise
komplementare Oligonukleotide (Primer) an die denaturierte DNA binden und die
zwischen Ihnen liegende DNA-Sequenz vermehrt wird. Die 5°-Enden der vermehrten
DNA werden von den Primern gebildet und die Lange der DNA wird durch den Ab-
stand der beiden Primer zueinander sowie von der Leistungsfahigkeit der DNA-
Polymerase bestimmt. Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleoti-
de sind unter 2.1.3 aufgefuhrt. In den PCR-Anséatzen wurde stets die Pwo-DNA-
Polymerase (2.4.20) verwendet, die eine besonders geringe Rate zur Mutationsgene-
rierung besitzt.
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Allgemeines Pipetierschema:

1pl Plasmid-DNA (1-10ng/pl)

1pl Primer 1 (50-100 pmol/ul)

1pl Primer 2 (50-100 pmol/ul)

8ul 10x PCR-Puffer mit MgSQO4

8 pl dNTPs (je 2,5mM)

0—8ul Dimethylsulfoxid (DMSO)

0,5ul Pwo-Polymerase (5U/pl)

ad 80ul H,O
Die PCR-Ansatze werden bis auf die Pwo-Polymerase gemischt und bis zum Start
der PCR auf Eis gelagert. In dieser Zeit kann die Programmierung der verschiedenen
Zyklen nach folgendem Schema vorgenommen werden:

Prozess Temperatur Dauer Zyklenanzahl
Denaturierung 94°C 5min 1 Zyklus
Denaturierung 94°C 30s

Hybridisierung 52°-60°C 30-60s 30 Zyklen
Polymerisation 72°C 30-60s

Polymerisation 72°C 10min 1 Zyklus
Lagerung 4°C 10min-16h 1 Zyklus

Um den Erfolg der DNA-Amplifikation zu tUberprufen, werden 5ul des Reaktionsan-
satzes mittels Agarosegelelektrophorese analysiert. Kann das synthetisierte DNA-
Fragment im Agarosegel als scharfe Bande bei der erwarteten Laufweite identifiziert
sowie die Existenz von unspezifischen Banden ausgeschlossen werden, so wird das
ubrige Volumen des PCR-Ansatzes mit Hilfe der praparativen Agarosegelelektropho-
rese aufgetrennt und das DNA-Fragment - wie bereits beschrieben - aufgereinigt
(3.1.11).

3.1.9 Messung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsaurelésungen

Die Konzentration und Reinheit wassriger Nukleinsdurelésungen kann mittels pho-
tometrischer Messung bestimmt werden. Dazu wird die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 260nm und 280nm ermittelt. Die Nukleinsaurelésung wird 1:400 in
TE oder H,O verdiinnt und die Extinktion bei 260nm (Asonm) und 280nm (Azsonm)
Wellenlange in einer Quarzkivette (d=10mm) bestimmt. Als Referenz dient dabei die
Extinktion des Losungsmittels. Lag der gemessene Wert der Asonm zwischen den
Extinktionswerten 0,05 und 1 gelten fur die Bestimmung der Konzentration folgende
Berechnungsgrundlagen:
i) Bei doppelstrangiger DNA:
¢ = Azeonm X Verdunnungsfaktor x 50pg/ml,

i) Bei einzelstrangiger DNA:
€ = Agsonm X Verdinnungsfaktor x 30ug/ml

iii) Bei einzelstrangiger RNA:
€ = Agsonm X Verdunnungsfaktor x 40ug/ml.
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Um eine genauere Aussage Uber die Reinheit der vorliegenden DNA-L6sung treffen
zu koénnen wird der Quotient aus den gemessenen Extinktionen ermittelt
(Azsonm/Az2s0nm). Liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 2,0 so kann auf eine hohe
Reinheit der Nukleinsaure geschlossen werden. Werden Werte unterhalb dieser
Spanne bestimmt, so sind diese durch erhéhte Protein- oder RNA-Anteile (Kontami-
nation) zu erklaren. Ein Anstieg der Werte Uber 2,2 kann hingegen auf Rickstande
von Phenol in der DNA-LAsung zurtuckgefuhrt werden.

3.1.10 Horizontale Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der horizontalen Agarosegelektrophorese konnen DNA-Fragmente in Ab-
hangigkeit ihrer GréRe aufgetrennt und Uber die Interkalierung von Ethidiumbromid
unter UV-Licht sichtbar gemacht und anschliel3end préapariert werden.

Zur Herstellung eines 1%-igen Agarosegels werden 1g Agarose in 100ml TAE-Puffer
(2.4.7.1) aufgekocht. Das verdampfte Wasser wird darauf ersetzt und die Losung im
Anschluss auf ca. 50°C abgekuhlt. Damit die DNA spéater mit Hilfe des UV-Lichtes
identifiziert werden kann, wird der Lésung schlie3lich noch 1pg/ml Ethidiumbromid
zugegeben.

Daraufhin wird die Agaroselosung luftblasenfrei in eine Gelkammer mit Kamm ge-
gossen. Nach 10min ist das Gel vollstandig ausgehartet und kann in eine mit TAE-
Puffer geflllte Laufkammer gelegt und der Kamm zum Probenauftrag entfernt wer-
den. Die aufzutrennende DNA-L6sung wird mit 1/5 Volumen 6x BPB-Ladepuffer
(2.4.7.1) gemischt und in die Geltaschen geladen. Um die DNA-Fragmentlangen ver-
gleichen zu kénnen, werden entsprechende DNA-Langenmarker (2.4.8) aufgeladen.
Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA bei 80-100V fur 40-60min werden
analytische Agarosegele unter kurzwelligem UV-Licht bei 254nm betrachtet und foto-
grafiert. Da diese Wellenlange in DNA schwerwiegende Mutationen (z.B. Bildung von
Basendimeren) verursachen kann, eignet sich bei der Verwendung von DNA in pra-
parativen Agarosegelen nur die Benutzung von langwelligem UV-Licht bei 366nm.

3.1.11 Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen

Die im praparativen Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente kénnen nun unter
langwelligem UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten werden. Der das
DNA-Fragment enthaltende Agarosegelblock wird in ein 1,5ml Reaktionsgefald tber-
fuhrt, das zuvor am Boden mit einer glihenden Kanule durchstochen und zu einem
Viertel mit silanisierter Glaswolle gefillt wird. Nachdem der Ansatz fur 10min auf
-20°C abgekuhlt wurde, erfolgt ein Zentrifugationsschritt fir 15min bei 4°C und
9.000upm. Der DNA-Gelblock zerbricht durch das angelegte Schwerefeld an der
Glaswolle und die freiwerdende nukleinsaurehaltige Losung wird in einem 2ml Reak-
tionsgefald aufgefangen. Die DNA in der aufgefangenen Losung wird zur weiteren
Verwendung einer Phenol-Extraktion (3.1.12) und DNA-Prazipitation (3.1.13) unter-
zogen.

3.1.12 Reinigung von DNA durch Phenolextraktion

Im Gegensatz zu DNA kdnnen kontaminierende Proteine, die in wassrigen DNA-
Losungen enthalten sind, durch die Behandlung mit Phenol* (2.4.21) extrahiert wer-
den. Durch Zentrifugation erfolgt eine Separierung der Proteine in die organische
Phase sowie in die Grenzschicht zwischen der entstehenden organischen und wass-
rigen Phase. Die wassrige Phase enthalt hingegen die DNA, die nach erfolgter Elimi-
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nierung von Phenol* durch CIA (2.4.21) mittels Isopropanol-Fallung aufkonzentriert
werden kann.

Aufzureinigende DNA-L6sungen werden bei Bedarf mit H,O auf ein Mindestvolumen
von 200ul gebracht, worauf zwischen 200 und 500ul Phenol* hinzugegeben und die
Losung fur 5min bei RT kraftig geschittelt wird. Nach Zentrifugation in der Tischzent-
rifuge bei 13.000upm fir 5min wird der DNA-haltige, wassrige Uberstand in ein fri-
sches 1,5 ml Reaktionsgefald transferiert. Analog wird die wéassrige Oberphase mit
200 bis 500ul CIA gemischt und abzentrifugiert. Die DNA der wassrigen Oberphase
wird daraufhin nach Protokoll (3.1.13) prazipitiert.

3.1.13 Aufkonzentrierung von DNA durch Prazipitation

DNA-haltigen Losungen wird 1/10 Volumen 3M Na-Acetat (pH 5.3) sowie 0,7 bis 2,5
Volumen Isopropanol zugesetzt. Nach zehnminttiger Kihlung bei —70°C erfolgt der
Préazipitationsschritt fir 20min in der Tischzentrifuge bei 4°C und 13.000upm. Das
DNA Sediment wird darauf mit 100% Ethanol gewaschen und erneut - wie zuvor -
abzentrifugiert und fir 5-10min bei RT an der Luft getrocknet. Im Anschluss wird die
DNA in TE-Puffer oder H,O gel6st und bei 4°C oder -20°C aufbewahrt.

3.1.14 Herstellung elektrokompetenter E. coli

E. coli Bakterien kénnen mittels Elektroporation nur dann transformiert werden, wenn
die Bakteriensuspension eine geringe Salzkonzentration aufweist. Um elektrokompe-
tente Bakterien zu erhalten wird eine Entsalzung durchgefuhrt, die zu einer Herab-
setzung der Leitfahigkeit der Suspension fuhrt.

Zu Beginn der Herstellung von elektrokompetenten Bakterien werden Bakterien mit-
tels steriler Impfése auf einer Agarplatte ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C in-
kubiert. Daraufhin wird eine Kolonie von der Agarplatte entnommen und damit eine
aus antibiotikafreien LB-Medium bestehende Vorkultur (20ml Gesamtvolumen) bei
37°C Uber Nacht gestartet. 5ml dieser Vorkultur werden anschliel3end in 500ml anti-
biotikafreies LB-Medium (2.3.1) transferiert. Die Bakterien werden in einem 2L Er-
lenmeyerkolben bei 200 bis 280upm und 37°C fiur ca. 3h inkubiert, bis die ODgoonm
der Bakteriensuspension zwischen 0,5 und 1 betragt. Anschlie3end werden die Bak-
terien in vorgekihlte, GS-3-Rotor kompatible Zentrifugenbecher tberfihrt und bei
4°C und 6.000upm (Sorvall RC5C) fur 10-15min abzentrifugiert. Das Bakteriensedi-
ment wird in 200ml kaltem Resuspensionspuffer (2.3.1) aufgenommen und erneut
abzentrifugiert. Darauf wird das Bakteriensediment in 50ml Reaktionsgefal3e transfe-
riert, in 50ml kaltem Resuspensionspuffer gelést und erneut bei 5.000upm und 4°C
fur 10min zentrifugiert. Dieser Arbeitsschritt wird mindestens vier weitere Male wie-
derholt. Danach werden die Bakterien in 45ml einer kalten 10% (v/v) Glycerinlésung
resuspendiert. Nach abermaliger Zentrifugation bei 5.000upm und 4°C fur 10min wird
das Bakteriensediment in 1-2ml kalter 10% (v/v) Glycerinldsung resuspendiert. Ali-
quots von 100ul Bakterienlésung werden bei —70°C eingefroren oder direkt fur die
Transformation (3.1.15) weiterverwendet.

3.1.15 Transformation von E. coli durch Elektroporation

Elektrokompetente Bakterien (3.1.14) werden kurz vor der Transformation aufgetaut
und auf Eis gehalten. Zur Transformation von Plasmid-DNA werden 1-2ul DNA eines
Ligationsansatzes (3.1.7) oder 1-2ng einer Plasmidaufarbeitung (3.1.17) mit 40ul der
elektrokompetenten Bakterien gemischt und in vorgekihlte Elektroporationskivetten
(2mm Elektrodenabstand) tberfihrt. Im direkten Anschluss daran wird die Kivette in
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der Elektroporationsvorrichtung arretiert, an der nachfolgend ein Puls von 2,5kV bei
20puF und 2000hm Schutzwiderstand angelegt wird. Die Bakterien/DNA-Suspension
wird sofort aus der Vorrichtung entfernt und mit 1ml LB-Medium vermengt. Nach
Ruckfiihrung in ein frisches 2ml Reaktionsgefal wird der Ansatz fur 1h bei 37°C un-
ter Schaitteln inkubiert, anschlieRend 50-300ul auf eine LB-Agarplatte mit geeignetem
Antibiotikum ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.1.16 Blau-Wei3-Selektion transformierter Bakterien

Der pBlueskriptll KS(+)-Vektor (2.1.1) kodiert fur das a-Peptid der B-Galaktosidase.
Diese Information ermdglicht es, den Defekt des genomischen f-Galaktosidase Gens
des E. coli Stamms DH5a zu komplementieren. Befindet sich innerhalb des a-
Peptidgens (lacZ), das in der MKS (multiple Klonierungsstelle) lokalisiert ist, eine
langere DNA-Insertion, so kann die Komplementation nicht mehr erfolgen: Transfor-
mierte Bakterien kdnnen daraufhin nach Induktion durch IPTG kein X-Gal (Substrat)
mehr in blaues 5-Brom-4-Chlor-Indigo (Produkt) umsetzen, da ihnen die Fahigkeit
zur funktionellen Expression von pB-Galaktosidase fehlt. Somit kdnnen Bakterien darin
unterscheiden werden, ob sie entweder den Vektor mit (weil3) oder ohne Insertion
(blau) enthalten. Zur Blau-Weil3-Selektion werden Bakterien auf ampicillinhaltigen
LB-Agarplatten mit 5mmol IPTG und 1mg X-Gal kultiviert.

3.1.17 Plasmid-DNA Pré&paration

3.1.17.1 Praparation aus Bakterien

3.1.17.1.1DNA Schnellaufarbeitung (nach Birnboim-Doly)

Mit Hilfe der Plasmidschnellaufarbeitung kénnen kleine Mengen (5-10ug) an Plas-
mid-DNA aus Bakterien gewonnen werden. Die auf diesem Wege gewonnene DNA
reicht sowohl qualitativ als auch quantitativ aus, um DNA-Restriktionen oder Bakteri-
en-Transformationen durchzufihren.

Je 1,5ml einer E. coli Ubernacht-Flussigkultur werden in einer Tischzentrifuge fir
1min bei 13.000upm zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wird die Bakte-
riensuspension in 100ul Lésung 1 (2.4.1) resuspendiert und fir 3min bei RT inku-
biert. Zur Lyse der Bakterien werden 200ul der Lésung 2 (2.4.1) hinzugefigt und
sanft invertiert. Nach erfolgter Inkubation auf Eis fir 5min werden 150ul Losung 3
(2.4.1) hinzupipettiert und erneut fur 5min auf Eis inkubiert. Zur Eliminierung von Pro-
teinen werden anschlieRend 450pl Phenol (2.4.21) zum Bakterienlysat zugegeben
und far 5min bei RT auf einem Tischschuttler gemischt. Durch Zentrifugation dieser
Losung fur 5min und 13000upm bei RT findet eine Trennung der Lésung in eine
wassrige und eine organische Phase statt. Der obere, wassrige Uberstand wird ab-
genommen und mit 450ul CIA (2.4.21) extrahiert. Die in der wassrigen Phase enthal-
tene DNA wird danach durch die Zugabe von 350ul Isopropanol in der Kuhlzentrifuge
fur 20min bei 4°C und 13.000upm prazipitiert. Das DNA-Sediment wird anschliel3end
in 500ul 100% Ethanol gewaschen und nach erneuter Zentrifugation fir 5min bei RT
und 13.000upm an der Luft getrocknet. Die DNA wird schlief3lich in 50 ul TE-Puffer
(2.4.21) aufgenommen und bei —20°C gelagert. Zur Uberpriifung der gewonnenen
DNA werden 6l des Ansatzes mittels Restriktionsverdau (3.1.3) analysiert.
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3.1.17.1.2DNA Grof3aufarbeitung mittels CsCl Dichtegradientenzentrifugation

Mit Hilfe der DNA GroRaufarbeitung mittels CsCl Dichtegradientenzentrifugation kann
reine, superhelikale Plasmid-DNA in sehr gro3en Mengen (bis zu 5mg) gewonnen
werden. Diese DNA ist fur Anwendungstechniken mit gehobenen Qualitdtsanspruch
geeignet. Hierzu z&hlen beispielsweise Klonierungen, Transfektion eukaryotischer
Zellen oder Sequenzanalysen.

Zu Beginn der Aufarbeitung wird eine 250ml Ubernacht-Fliissigkultur fir 10min bei
5.000upm und 4°C abzentrifugiert (Sorvall RC5C, GS3 Rotor). Das Bakteriensedi-
ment wird darauf in 6ml Losung 1 (2.4.1) resuspendiert und der gesamte Ansatz in
SS34-Zentrifugenréhrchen transferiert. Nach Zugabe von 50ul Lysozym (2.4.2) wird
die Praparation fur 5min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden 12ml Lésung
2 (2.4.1) hinzugefigt und 15min auf Eis inkubiert (unter gelegentlichem Invertieren
zur Erhéhung der Lyseeffizienz). Nach Hinzugabe von 9ml Losung 3 (2.4.2) und er-
neuter, 15min andauernder Inkubation auf Eis kann das Lysat durch Zentrifugation
fur 30min bei 18.000upm und 4°C (Sorvall RC5C, SS34 Rotor) geklart werden. Der
resultierende Uberstand wird in ein 50ml Reaktionsrohrchen tberfiihrt und mit 20pl
RNase A (2mg/ml) versetzt. Nach erfolgter Inkubation fir 10min bei 37°C wird dem
Uberstand das gleiche Volumen an Isopropanol hinzugefiigt und die enthaltene DNA
durch Zentrifugation fr 30min bei 5.000upm und 0°C prazipitiert (Varifuge RF). Nach
Entfernung des Uberstandes wird das DNA-Sediment an der Luft getrocknet. Die
Aufnahme des Sediments erfolgt in 4ml TE-Puffer (2.4.21). Nach Zugabe von 4ml 5M
LiCl-Losung wird der Ansatz fur 30min auf Eis inkubiert und danach fur 10min bei
5.000upm und 0°C zentrifugiert (Varifuge RF). Der resultierende Uberstand wird in
ein 50ml Reaktionsgefald transferiert, mit 2,5-fachem Volumen 100% Ethanol verse-
hen und fur mindestens 10min auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation dieses Ansatzes
fur 20min bei 5.000upm und 4°C (Varifuge RF) wird das erzielte DNA-Sediment an
der Luft getrocknet. Dieses Sediment wird in 3,5ml TE-Puffer aufgenommen und mit
4,4g Céasiumchlorid versetzt. Danach werden 300pul Ethidiumbromidlosung (2.4.21) in
Ultrazentrifugenréhrchen vorgelegt und dann die Casiumchlorid/TE-L6sung hinzuge-
geben. Zur Komplettierung des Reservevolumens wird TE-Puffer verwendet. Zur
Ausbildung des CsCl-Dichtegradienten wird 16h lang bei 20°C und 48.000upm
zentrifugiert (Ultrazentrifuge, TV-865 oder VTi65 Rotor). Typischerweise konzentriert
sich die DNA in einem Bereich des Gradienten, der ihrer Dichte zuzuordnen ist
(pona=1,66+0,098 (Anteil an GC-Basenpaaren/%)). Da das Ethidiumbromid in die
DNA interkaliert, kann zwischen der entspannten ringférmigen Plasmid- bzw. geno-
mischen Bakterien-DNA (niedrige Dichte) und superhelikaler Plasmid-DNA (hohe
Dichte) unterschieden werden. Mit Hilfe von langwelligem UV-Licht kann bei 366nm
die superhelikale Plasmid-DNA (in Form einer Bande sichtbar) dem Gradienten ent-
nommen werden. Dazu werden eine Kanile zur Entliftung sowie eine Spritze mit
Kanule zur Entnahme der Bande im Gradienten verwendet. Typischerweise betragt
das Abnahmevolumen ca. 2ml des Gradienten, das in ein 50m| Reaktionsgefal tiber-
fuhrt wird und darauf 5-fach mit TE-Puffer verdinnt wird. Im néchsten Schritt ver-
sucht man das Ethidiumbromid riickstandslos zu beseitigen, in dem man den Ansatz
mit 3ml von in H,O-gesattigtem n-Butanol mischt und 5 Sekunden lang schittelt. Die
das Ethidiumbromid enthaltende obere Phase der Losung kann nun abgesaugt wer-
den. Dieser Schritt wird so lange wiederholt, bis die obere Phase der Losung farblich
von der unteren nicht mehr zu unterscheiden ist. Nach Entfernung der farblosen obe-
ren Phase wird die Losung mit 2,5-fachem Volumen 100% Ethanol versetzt, 30min
auf Eis vorgekuhlt und danach fur weitere 30min bei 5.000upm und 4°C abzentrifu-
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giert. Das DNA-Prazipitat wird an der Luft getrocknet und schlie3lich in 0,5-1ml TE-
Puffer oder H,O aufgenommen.

3.1.17.2 Praparation aus eukaryotischen Zellen

3.1.17.2.1Standardaufarbeitung episomaler DNA (nach Hirt)

Plasmid-DNA, die transient in eukaryotische Zellen transfiziert wurde, liegt in der Re-
gel episomal vor. Mit Hilfe der Hirt-Extraktion kann diese Art DNA gezielt isoliert und
in anschlieBenden Experimenten, wie z.B. der Replikationsanalyse (3.1.4), naher
analysiert werden.

Zellen einer konfluent gewachsenen 10cm Zellkulturschale werden in 10ml Wachs-
tumsmedium resuspendiert und in ein 15ml Reaktionsgefal3 transferiert. Darauf hin
werden die restlichen, in der Zellkulturschale befindlichen Zellen in 5ml PBS aufge-
nommen und dem Reaktionsgefald hinzugefiigt. Die Zellen werden im Anschluss flr
3min bei 2.500upm und 4°C sedimentiert und mit PBS resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation fur 3min bei 2.500upm und 4°C wird der Ansatz in 1ml des Lyse-
Puffers (2.4.3) resuspendiert, in ein 1,5ml Reaktionsgefald verbracht und fir mindes-
tens 1h bei 37°C inkubiert. Danach werden dem Ansatz 250ul 5M NaCl hinzugege-
ben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nachfolgend wird der Ansatz fur 1h bei
15.000upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und mit glei-
chem Volumen Phenol* (2.4.21) versetzt. Nach kurzem Vortexen wird das Gemisch
erneut fur 5min bei 15.000upm und RT zentrifugiert. Die obere, wassrige Phase wird
abgenommen, in ein neues 1,5ml Reaktionsgefald verbracht und 0,7 Volumen
Isopropanol hinzugefiigt. Nachdem dieser Ansatz fur 10min bei —20°C vorgekuhlt
worden ist, kann die DNA durch Zentrifugation fir 15min bei 13.000upm und 4°C
prazipitiert werden. Das DNA-Pellet wird daraufhin mit 500ul 100% Ethanol gewa-
schen (5min bei 13.000upm und 4°C). Nach Lufttrocknung wird das DNA-Sediment
in 50-100ul H20 aufgenommen.

3.1.17.2.2Schnellaufarbeitung episomaler DNA

Eine Alternative zur Aufarbeitung episomaler DNA besteht in der Anwendung des
schnellen Aufarbeitungsprotokolls nach Arad (Arad 1998).

Hier werden zwischen 10° und 107 Zellen mit 1ml Trypsin fiir 5min bei 37°C vom Bo-
den einer 10cm Zellkulturschale abgelést und mit 10ml Ca®* bzw. Mg?* freiem PBS
aufgenommen. Die Zellen werden durch Zentrifugation fir 3min bei 2.500upm und
4°C pelletiert und erneut in Ca®* bzw. Mg?* freiem PBS resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation (gleiche Bedingungen wie zuvor) wird das Zell-Sediment in 250ul Re-
suspensionspuffer (2.4.3) aufgenommen, in ein 1,5ml Reaktionsgefald tberfihrt und
250ul Lysepuffer (2.4.3) hinzugefugt. Das Lysegemisch wird unter gelegentlichem,
sanften Invertieren fir 5min bei RT inkubiert. Zelldebris sowie chromosomale DNA
wird im nachsten Schritt eliminiert, in dem 350ul Préazipitationsmix (2.4.3) zu der L6-
sung hinzugefugt und der Ansatz sanft gemischt wird. Nach fiinfzehnmindtiger Inku-
bation auf Eis wird fur weitere 15min bei 13.000upm und 4°C zentrifugiert. In dieser
Zeit wird eine Zentrifugationssaule vorbereitet (siehe unten). Der Uberstand des Préa-
Zipitationsansatzes, der nach der Zentrifugation nur noch die episomale DNA enthalt,
wird auf die Zentrifugationssaule aufgetragen und fur 5-10min bei 13.000upm und RT
zentrifugiert, wodurch die episomale DNA an die Silicagelmembran bindet. Nach Be-
seitigung des Durchflusses wird die DNA durch Zugabe von 50ul H,O oder TE-Puffer
sowie anschlie3ender Zentrifugation fir 5-10min bei 13.000upm und RT eluiert. Der
Durchfluss kann nun fir anschlielende Analysen verwendet werden.
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Vorbereitung der Zentrifugationssaule:

Die Zentrifugationssaule, die eine Silicagelmembran enth&lt und somit DNA binden
kann, wird vor der Zugabe des Prazipitationsiuiberstandes mit 750ul Waschpuffer
(2.4.3) gewaschen (5min, 13.000upm, RT) und der Durchfluss anschliel3end entfernt.

3.1.18 Southern Blot

Beim Southern Blot wird DNA aus einem Agarosegel durch Kapillartransfer auf eine
Membran Ubertragen. Nach kovalenter Fixierung der DNA auf der Membran kann sie
mit Hilfe von radioaktiv markierten Sonden nachgewiesen werden.

3.1.18.1 Kapillartransfer von DNA

Dpnl bzw. Dpnl/Hindlll restringierte, niedermolekulare DNA wird in einem 0,7-1%-
igen Agarosegel aufgetrennt. Dabei werden neben DNA Restriktionslangenmarkern
je 16ul (ca. 5-20ng DNA) eines Dpnl bzw. Dpnl/Hindlll Restriktionsansatzes pro
Geltasche aufgetragen. Die DNA wird bei 100V so lange aufgetrennt, bis die Brom-
phenolblau-Bande % der moglichen Laufstrecke zuriickgelegt hat. Die Banden der
Restriktionslangenmarker werden danach unter langwelligem UV-Licht bei 366nm mit
einem Skalpell markiert. Daraufhin wird das Gel in Depurinisierungspuffer (2.4.11) fur
10min bei RT und Schwenken inkubiert. Nachdem die DNA ausreichend depurinisiert
ist (erkennbar an der Gelbfarbung des Bromphenolblau), wird das Agarosegel fur
10min bei RT und Schwenken in Denaturierungspuffer (2.4.11) inkubiert. Bevor das
Gel fur 30min bei RT und Schwenken in Blottingpuffer aquilibriert wird, muss das Gel
fur 10min bei RT in Neutralisationspuffer geschwenkt werden. Wahrend der Aqui-
librierungsdauer kann die Blot-Apparatur (Abb. 3-1) vorbereitet werden. Hierfur wird
Blottingpuffer in ausreichender Menge (ca. 500ml) in zwei Glaswannen gefullt, eine
Glas- oder Kunststoffplatte als Plattform dariiber gelegt und eine Lage Filterpapier
(Whatman, Kent, England) als ,Bricke“ so Uber die Glas- oder Kunststoffplatte ge-
legt, dass die jeweiligen Enden in den Blottingpuffer mit einer Hohe von ca. 2,5cm
eintauchen. Das Filterpapier entspricht dabei der selben Breite wie die des Agarose-
gels. Uber der Filterpapier-,Briicke* werden zudem 3 Lagen in Blottingpuffer getrank-
tem Filterpapier verbracht, die der Grol3e des Agarosegels entsprechen. Das Gel
wird darauf mit der Unterseite nach oben auf die 3-lagige Filterpapierschicht gelegt
und die freien Stellen am oberen und unteren Ende des Agarosegels mit Aluminium-
folie abgedeckt. Auf das Gel wird eine der Grol3e des Agarosegels entsprechende
sowie zuvor mit Blottingpuffer getrankte Nylon Transfermembran (2.4.23) gelegt und
mit einer erneut mit Blockingpuffer getrankten 3-lagigen Schicht Filterpapier abge-
deckt (gleiche GroRe wie Agarosegel). Uber diese Schicht wird anschlieRend eine
ca. 10 bis 20cm hohe Schicht trockener Papierhandtiicher gelegt. Zum Schluss wird
eine Glaswanne umgekehrt auf den Papierstapel aufgelegt und zusatzlich mit einem
Gewicht von ca. 2kg beschwert. Zum Kapillartransfer der DNA-Molekile auf die Ny-
lonmembran wird dieser Aufbau fir mindestens 12h belassen. Danach wird die Sou-
thern Blot Apparatur abgebaut und das Gel zunéchst auf der Membran belassen. Die
mit dem Skalpell zuvor markierten Banden der DNA-Restriktionslangenmarker wer-
den mit einem Kugelschreiber auf die Membran Ubertragen. Dementsprechend wird
die Lage der Geltaschen auf der Nylonmembran markiert. AbschlielRend wird die
DNA in einem UV-Crosslinker mit der Nylonmembran durch kovalente Bindung ver-
netzt. Die Membran kann im Anschluss entweder bei 4°C gelagert oder direkt in einer
Hybridisierungsreaktion eingesetzt werden.
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1-2 kg +— Gewicht

‘ : Glaswanne

+—— Papierhandtucher

Agarosegel >— 3 Lagen Whatman
Whatman-"“Bricke*
Glasplatte \

«——— Blottingpuffer ———»

Abb. 3-1: Aufbau Southern-Blot Apparatur

3.1.18.2 Radioaktive Markierung von DNA

DNA-Fragmente, die als Sonden zur Detektion immobilisierter DNA-Proben dienen
sollen, werden unter Verwendung der “Ready to go” DNA labeling beads (2.4.22)
nach den Angaben des Herstellers mit [a:*2P]-dCTP radioaktiv markiert.

25 bis 50ng der zu markierenden, im Idealfall linearisierten, DNA werden in maximal
45ul H,O aufgenommen und fur 2-3min bei 100°C denaturiert. Nach einer Abkuhlung
fur mindestens 2min auf Eis wird der Ansatz kurz abzentrifugiert. Darauf wird der de-
naturierten DNA 5pl (50uCi) [0**P]-dCTP (3.000 Ci/mmol) hinzupipettiert und an-
schlieBend (bei Bedarf) mit H,O auf 50ul Gesamtvolumen aufgefullt. Der nun radio-
aktive Ansatz wird durch Auf- und Abpipettieren gemischt und fir 15min bei 37°C
inkubiert. In dieser Zeit kann die spatere Reinigung der radioaktiven DNA-Fragmente
vorbereitet werden (3.1.18.3). Da die Einbaureaktion der radioaktiven dCTPs nicht
gestoppt werden muss, kann im direkten Anschluss die Aufreinigung der Sonde er-
folgen (3.1.18.3). Die gereinigte Sonde kann jetzt entweder bei —20°C gelagert wer-
den oder direkt in Hybridisierungs-Experimenten eingesetzt werden.

3.1.18.3 Reinigung markierter DNA-Fragmente Gber Sephadex-G25-Saulen

Mit Hilfe der Sondenaufreinigung mittels Sephadex-S&aulen-Technik kénnen die nicht
in DNA-Sonden eingebauten, radioaktiven Nukleotide entfernt werden.

Vorbereitung:
Ein 15ml Reaktionsgefald wird bis zur 1ml-Markierung mit Sephadex-G25 befillt und
anschlieBend in 4-5ml TE-Puffer aufgenommen. Diese Suspension wird fir 20min
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bei RT inkubiert. In dieser Zeit wird eine 1ml-Spritze zu 1/10 Volumen mit steriler
Glaswolle gestopft. Im Anschluss wird 1ml der gequollenen Sephadex-Suspension in
die 1ml-Spritze Uberfuhrt, die zum nachfolgenden Zentrifugationsschritt fir 2min bei
1.400upm (Eppendorf 5416) und RT in ein deckelloses 15ml Reaktionsgefal gestellt
wird. Das Eluat wird verworfen und der komprimierten S&ule 300ul TE-Puffer hinzu-
gefugt. Nach abermaliger Zentrifugation fir 2min bei 1.400upm und RT sowie der
anschlieBenden Eliminierung des Durchflusses ist die Vorbereitung der Saule zur
Sondenaufreinigung beendet.

Durchfihrung der Reinigung:

Bevor die radioaktiv markierte Sonde auf die Sephadex-Saule aufgetragen werden
kann, muss die Sonde mit einem gleichen Volumen der Farbmarkerlésung (2.4.11)
vermischt werden. Nachdem die Starke der Radioaktivitat dieses Gemisches in ei-
nem Tischmonitor gemessen worden ist, wird die Sonde auf die Sephadex-Saule
pipettiert und fur 2min bei 1.400upm (Eppendorf 5416) und RT abzentrifugiert. Die
freien, nicht inkorporierten Radionukleotide verbleiben in der Saule. Der Durchfluss
wird abschliel3end erneut mit Hilfe des Tischmonitors vermessen und die Einbaueffi-
zienz bestimmt (Prozentuale Bestimmung). Bei einer Einbaueffizienz von mindestens
30% kann die Sonde in Hybridisierungsversuchen eingesetzt werden.

3.1.18.4 Hybridisierung markierter DNA-Sonden mit immobilisierter DNA

Zunachst wird die Nylonmembran mit den immobilisierten DNA-Proben in eine Glas-
réhre Uberfihrt und mit 10ml Hybridisierungslosung (2.4.11) fir 3h bei 42°C unter
standiger Rotation im Hybridisierungsofen inkubiert (,prahybridisiert”). Nach diesem
Inkubationsschritt wird die Hybridisierungslésung verworfen oder fur andere ,Pra-
hybridisierungen® zur Wiederverwendung aufgehoben. Die radioaktiv markierte Son-
de wird fur 5min auf 100°C erhitzt und - nach kurzer Zentrifugation fir 10s bei
13.000upm (Eppendorf 5417R) und RT - komplett zu 10-15ml ungebrauchter Hybri-
disierungslosung hinzupipettiert. Der radioaktive Hybridisierungsmix wird darauf auf
die in der Glasrohre befindliche Membran gegeben und Gber Nacht bei 60°C im Dre-
hofen inkubiert. Am Folgetag wird der radioaktive Hybridisierungsmix entsorgt und
die Membran in eine Waschwanne Uberfihrt. In den nun folgenden Waschschritten
sollen nicht gebundene Sondenmolekiile entfernt werden. Dazu wird der Membran
zunachst Waschpuffer 1 (2.4.11) hinzugefugt und fir zweimal 10min bei RT im
Schittelwasserbad gewaschen. Nach Wechsel zu Waschpuffer 2 (2.4.11) wird das
Wasserbad auf 60°C hochgeheizt. Nach erneut zweimaligem Pufferwechsel bei einer
Inkubationsdauer von jeweils 10min wird die Signalstarke der noch vorhandenen Ra-
dioaktivitat kontrolliert. Bei Bedarf (sehr starkes Restsignal) kénnen weitere Wasch-
schritte zur Eliminierung unspezifisch gebundener Sondenmolekile durchgefuhrt
werden. Anderenfalls kann die Membran aus der Wanne genommen und dicht in K-
chenfolie verpackt werden.

3.1.185 Detektion hybridisierter DNA-Sonden

Der Nachweis hybridisierter DNA-Molekile erfolgt mittels Autoradiografie. Die in Ki-
chenfolie verpackte, radioaktive Membran wird dazu in eine Rontgenkassette ver-
bracht und je nach Signalstarke 30min bis 12 Tage bei -70°C mit einem Réntgenfilm
inkubiert.
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3.1.19 Dot Blot (AAV Genom Titration)

Um die Anzahl erfolgreich verpackter AAV Genome zu bestimmen, werden 10ul auf-
gereinigtes rAAV mit 90ul PBS-Puffer (2.4.21), 100ul DMEM sowie 5U DNasel ge-
mischt und 1h bei 37°C in einem 1,5ml Reaktionsgefald inkubiert. Um die Hullprotei-
ne des rAAV zu beseitigen, werden dem Ansatz 200ul 2xProteinase-Puffer (2.4.14)
sowie 100ug Proteinase K hinzupipettiert. Nach einer Inkubation fur 2h bei 37°C er-
folgt die Proteinextraktion durch die Zugabe von 400ul Phenol* (2.4.21). Der Ansatz
wird 2min auf einem Tischschuttler gemischt und danach fur 5min bei 13.000upm
(Eppendorf 5417R) und RT abzentrifugiert. Die obere Phase wird abgenommen und
400ul CIA (2.4.21) hinzugegeben, um Phenolreste zu eliminieren. Im Anschluss wird
dem Reaktionsgemisch 0,1Vol. 3M Natriumacetat sowie 2Vol. 100% Ethanols hinzu-
gefugt. Die Prazipitation erfolgt fir 30min bei -80°C und anschliel3ender Zentrifugati-
on fur 30min bei 13.000upm und 4°C. Die so pelletierte DNA wird mit 100% Ethanol
gewaschen (Zugabe von 500ul Ethanol sowie Zentrifugation fir 5Smin bei 13.000upm
und RT). Nachdem das DNA-Pellet getrocknet ist, erfolgt eine Resuspension mit
300ml Titrierlosung (2.4.14). Hierauf wird eine 90%-ige, 9%-ige und 0,9%-ige DNA-
Losung in 300ul Titrierlésung hergestellt. Weiterhin wird eine Verdunnungsreihe
(5000pg, 1000pg, 200pg, 40pg, 8pg, 1,6pg) eines Mengenstandards in je 300ul
Titrierlésung hergestellt. Ein die Gesamtflache einer Dot-Blot Apparatur abdeckendes
Stuck Filterpapier (Whatman, Kent, England) wird auf die Grundplatte der Blot-
Apparatur und dartber eine gleich groRe Transfermembran gelegt. Die Beladungs-
platte der Dot-Blot Apparatur wird deckungsgleich tber die Membran gelegt und mit
der Grundplatte fest verschraubt. Daraufhin werden die kompletten Standardansatze
im Doppel in einer Reihe (senkrecht) in die Vertiefungen der Beladungsplatte pipet-
tiert. Mit den DNA-Verdiunnungen wird in Einfachansatzen genauso verfahren. Dar-
aufhin wird an der Blot-Apparatur fir 20min ein Vakuum angelegt, durch welches die
in den Ansatzen befindliche DNA auf die Transfermembran Ubertragen wird. Nach-
dem keine Flussigkeitsreste mehr in den Vertiefungen der Beladungsplatte vorhan-
den sind, kann die Transfermembran aus der Blot-Apparatur ausgebaut werden. Die
DNA wird durch 10 minutige Auflage auf einem mit Denaturierungspuffer getranktem
Filterpapier bei RT inkubiert. Nach einer weiteren, 10 minitigen Inkubation mit Neut-
ralisierungspuffer bei RT wird die DNA mit einem UV-Crosslinker kovalent an die
Membran gebunden und kann nun mit Hilfe einer geeigneten, radioaktiv markierten
(3.1.18.2 ff.) Sonde durch Hybridisierung (3.1.18.4) nachgewiesen werden.

3.1.20 Proteinextraktionsmethoden

Um Virus-ahnliche Partikel bzw. Pseudovirionen aus Saugerzellen unterschiedlichen
Ursprungs extrahieren zu konnen, konnen die nachfolgend erlauterten Zellauf-
schlussmethoden verwendet werden.

Alle aufgefuihrten Praparationsmethoden gehen dabei von einer 100% konfluent ge-
wachsenen Zellkulturschale mit einem Durchmesser von 10cm aus (ca. 1,2-1,8x10’
Zellen). Bevor die Zellen lysiert werden kdnnen, 16st man sie mit einem Zellschaber
vom Boden der Zellkulturschale ab, resuspendiert sie in 10ml Kulturmedium und
uberfihrt sie in ein steriles 15ml Reaktionsgefal3. Die restlichen, in der Zellkultur-
schale verbliebenen Zellen werden in 5ml autoklaviertem PBS-Puffer (2.4.21) aufge-
nommen und der vorgelegten 10ml Zellsuspension hinzugefiigt. Die Zellen werden
im Anschluss fir 2min bei 2.000upm und 4°C (Napco 2019R) abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in 15ml sterilem PBS-Puffer aufgenommen
und unter denselben Zentrifugationsbedingungen wie zuvor sedimentiert. Abschlie-
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Rend werden die Zellen in 600ul VLP-Extraktionspuffer (2.4.6) aufgenommen und
konnen nun dem jeweiligen Lyseverfahren unterzogen werden.

3.1.20.1 Zellaufschluss durch Ultraschall

Die in VLP-Extraktionspuffer aufgenommenen Zellen werden auf Eis mit Hilfe eines
Ultraschalldesintegrators (2.4.24) im 15ml Reaktionsgefald fur 6s bei Stufe 3 be-
schallt. Zur Reduktion des durch Ultraschall entstandenen Schaums wird darauf die
Zellsuspension fiir 2min bei 2.000rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand, in
dem hohe Mengen von ungewolltem Zelldebris enthalten sind, wird in ein 1,5m| Re-
aktionsgefald transferiert und fir 10min bei 10.000upm (5117R Eppendorf- oder
Thermoquest Micromax-Zentrifuge) und 4°C geklart. Der resultierende Uberstand
wird in ein neues 1,5ml Reaktionsgefal® tUberfuhrt und kann nun fir weitere Experi-
mente (ELISA, WB oder Saccharoseaufreinigung) verwendet werden.

3.1.20.2 Frier/Tau-Zelllyse

Die in VLP-Extraktionspuffer aufgenommenen Zellen kénnen mittels Frier/Tau-Zyklen
lysiert werden. Durch langsames Tieffrieren von in Losung befindlichen VLPs wird
die Bildung von kristallinen Strukturen beginstigt, welche die Integritat bzw. Morpho-
logie von viruséhnlichen Partikeln zerstéren kann. Deshalb muss das zu lysierende
Zellpellet mit flissigem N, innerhalb von 10s bei -196°C schockgefroren werden.
Das Zellpellet wird danach in einem 37°C Wasserbad aufgetaut, wobei dieser
Frier/Tau-Zyklus insgesamt dreimal durchgefihrt wird. Zur Verringerung der Viskosi-
tat kann dem Pellet noch zuséatzlich 50U/ml Benzonase (bei anschliel3ender Inkuba-
tion fur 1h bei 37°C) zugesetzt werden. Die Beseitigung des Zelldebris erfolgt wie
unter 3.1.20.1 beschrieben.

3.1.20.3 Zellaufschluss mit Glaskugeln (,beads")

Den in VLP-Extraktionspuffer aufgenommenen Zellen werden 2 Spatelspitzen 0,5-
1mm grofRe (mit PBS-Puffer gesauberte und autoklavierte) Glaskugeln hinzugefligt
und fur 15 bis 30s gevortext. Danach wird der Ansatz fir 15min bei 10.000upm
(Thermoquest Micromax Zentrifuge) und 4°C abzentrifugiert, wobei sich neben der
Glaskugelschicht eine hoch und eine gering viskose Phase bildet. Die gering viskose
Phase enthalt die Virus-&hnlichen Partikel und kann mit der Pipette abgezogen und
fur weitere Untersuchungen verwendet werden.

3.1.21 Nachweis von Proteinen durch indirekte Immunfluoreszenz

In der indirekten Immunfluoreszenz (ilF) werden Proteine in Zellen durch den Einsatz
von Antikérpern nachgewiesen.

Bei der ilF werden die Zellen auf sterilen Deckglaschen kultiviert, zweimal mit PBS
gewaschen und mit Hilfe von eiskaltem Methanol fiir 5min fixiert. Nach der Fixierung
wird das Methanol abgesaugt und zweimal mit PBS-Puffer gewaschen. Im Anschluss
daran werden die Zellen zur Rehydrierung fir 10min in PBS-Puffer inkubiert. Nach-
folgend werden die Zellen mit einer Antikorperlésung (2.4.21) fur 1-2h bei RT inku-
biert. AnschlieRend werden die Zellen dreimal in PBS-Puffer (2.4.21) gewaschen und
mit den in Blockmilchlésung (2.4.21) verdiinnten Zweitantikorpern fur 1h bei RT inku-
biert. Nach erneutem Waschen in PBS-Puffer werden die Zellen auf Objekttragern in
50% Glyzerin eingebettet und bei 4°C lichtgeschiitzt aufbewahrt.
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3.1.22 ,Enzym Linked Immunosorbent Assay” (ELISA)

Im ELISA kann mit Hilfe eines konformationsspezifischen Antikorpers die Existenz
von HPV16-L1 Proteinen (in Form von Kapsomeren oder assemblierten virusahnli-
chen Partikeln; (Muller, Zhou et al. 1997)) in gereinigten Zellextrakten bzw. in Frakti-
onen eines Saccharosegradienten nachgewiesen werden.

Dazu wird der (konformationsspezifische) monoklonale Antikdrper 1.3 (2.1.2) mit ei-
ner Verdinnung von 1:1000 in 1xPBS-Puffer (2.4.21) angesetzt. Daraufhin werden
96-Lochplatten mit Rundboden pro Loch mit 50ul dieses Antikdrper/PBS-Gemisches
beschichtet (,coaten”) und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Entfernung des Gemi-
sches werden die 96-Lochplatten zehnmal mit PBS-T (2.4.21) gewaschen und 1h bei
RT mit 200ul Blockmilchlésung (2.4.21) pro Loch geblockt. Nachdem die Blockmilch
dekantiert worden ist, muss die Platte erneut zehnmal mit PBS-T gewaschen wer-
den. Bei der Analyse von Saccharosefraktionen werden je 50ul unverdiinnt pro Loch
pipettiert. Bei der Quantifizierung von VLP-Extrakten direkt nach transienter Trans-
fektion werden 100ul der zu untersuchenden Probe unverdiinnt in das erste Loch der
ersten Spalte der Lochplatte gegeben. Als Positivkontrolle wird Medientberstand
einer Infektionskultur von SF9-Insektenzellen (2.2.3) mit rekombinantem L1-
Bakulovirus verwendet (3.2.10). Zellextrakt von nicht transfizierten 293T Zellen dient
als Negativkontrolle. Von beiden Kontrollen werden ebenfalls 100ul unverdinnt pro
Loch pipettiert. Daraufhin werden in alle restlichen Locher jeweils 50ul Blockmilch
vorgelegt. Im Anschluss daran werden jeweils 50ul der ersten Lochspalte in die
nachste Spalte Uberfihrt und finfmal mit der vorgelegten Blockmilch gemischt.
Dementsprechend wird bis zum Ende der 96-Lochplatte verfahren, so dass eine kon-
tinuierliche 1:2 Verdinnungsreihe von der Ursprungsprobe entsteht. Dieser Ansatz
wird zwischen 1 und 2h bei RT inkubiert. Nach diesem Inkubationsschritt werden die
Lochplatteninhalte entfernt und erneut zehnmal mit PBS-T gewaschen. Daraufhin
werden L1-Proteine durch das L1-spezifische Kaninchenserum 4543 (2.1.2) in einer
Verdinnung von 1:4000 in Blockmilchlésung detektiert, von der 50ul pro Loch einge-
setzt wird. Die Inkubation erfolgt 1h bei RT. Nach erneutem, zehnmaligen Waschen
in PBS-T wird ein gegen Kaninchenantikdrper gerichteter sowie Meerrettich-
Peroxidase gekoppelter Ziegenantikodrper (2.1.2) 1:4000 in Blockmilch verdinnt. Je-
weils 50ul dieses verdinnten Antikérpers werden pro Loch pipettiert und 1h bei RT
inkubiert. Nach abermaligem Waschschritt (wie zuvor) wurden pro Loch 100ul der
Substratldsung hinzugefiigt und fur 5-20min bei RT inkubiert.

Sofern L1-enthaltende, konformationsspezifische Strukturen einerseits an die mo-
noklonalen Antikorper binden und andererseits durch das Kaninchenserum erkannt
werden, kann der Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Zweitantikdrper zusammen mit
der Substratldsung eine grinliche Farbreaktion ermdglichen. Dieser Farbumschlag,
der auf der Umsetzung des ABTS durch die Peroxidase beruht, kann Uber die Extink-
tion im ELISA-Lesegeréat bei einer Wellenlange von 405nm quantifiziert werden.

3.1.23 Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe dieser Technik kdnnen Proteine in Polymergelen aufgetrennt werden. Die
aufgetrennten Proteine konnen durch unterschiedliche Techniken visualisiert werden.
Dabei ist es einerseits moglich die Proteine direkt im Gel hinsichtlich Threr Quantitat
bzw. Bestandteile zu beurteilen oder sie andererseits durch den Transfer auf Memb-
ranen mit anschlieBendem immunochemischen Nachweis detaillierter charakterisie-
ren zu konnen.
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Wie schnell bzw. weit ein Protein im Gel lauft, wird prinzipiell durch Faktoren wie
Struktur (Priméar-, Sekundar-, Tertiarstruktur), Grol3e und Ladung bestimmt. Wahrend
bei nativen Proteinen bzgl. dieser Faktoren im elektrischen Feld kein einfacher Zu-
sammenhang besteht, kann durch Denaturierung mittels p-Mercaptoethanol, DTT
oder SDS eine annahernde Korrelation zwischen Molekulargewicht und Laufweite
des Proteins erzielt werden. Das amphipathisches SDS lagert sich mit seinem
hydrophoben Bereich an Proteine und verleiht ihnen durch die hydrophile Sulfat-
Gruppe eine, von der Groél3e abhéangige, negative Ladung (1,4g SDS/g Protein in 1%
SDS-Ldsungen). In Abhangigkeit von der Grol3e wandern die denaturierten Proteine
unterschiedlich schnell in Richtung Anode durch die Gelmatrix.

Man setzt in der SDS-PAGE zweiphasige Gele ein, die zu % aus einem Sammelgel
(3% Acrylamid) und zu % aus einem Trenngel (10 bis 12,5% Acrylamid) mit unter-
schiedlichem pH-Wert bestehen (2.4.7.2). Damit die Auftrennung der Proteine moég-
lichst zeitgleich beginnen kann, werden sie im Sammelgel zur Phasengrenze zwi-
schen Sammel- und Trenngel hin gesammelt.

Die Gele werden in Elektrophoresesysteme unter Hinzugabe eines TGS-Laufpuffers
(2.4.7.2) eingespannt und anschliel3end mit Proteinldsungen beladen, die zuvor mit
SDS/DTT-Proteinladepuffer (2.4.7.2) versetzt und 10min auf 95°C erhitzt wurden.
Um die Laufweiten der einzelnen Proteine einordnen zu kénnen, wird zusétzlich ne-
ben einer Positiv- und Negativkontrolle auch ein Molekulargewichtsstandardmarker
(2.4.9) aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgt bei 100-150V und wird abgestoppt,
sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hat.

3.1.24 Coomassie-Blau-Farbung von Proteingelen

Die Sensitivitdit der Coomassie-Blau-Farbung in Polyacrylamidgelen reicht zum
Nachweis von mindestens 50-110ng Protein pro Laufspur. Zu Beginn der Farbung
werden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe von 20-30ml Coomassie-Blau-
Farbelbsung (2.4.21) pro Gel auf die Gelmatrix geféllt und Gber Nacht bei RT inku-
biert. Das Gel wird anschliel3end solange in Entfarbeldsung (2.4.21) geschwenkt, bis
die Gelmatrix, nicht jedoch die Proteinbanden, entfarbt sind. Anschliel3end kann das
Gel mittels Scanner digitalisiert und mit Hilfe von spezieller Geltrocknungsfolie
(2.4.23) haltbar gemacht werden.

3.1.25 Western Blot und Chemilumineszenz-Nachweis

Mit Hilfe der Western Blot Technik kdnnen die in einem Polyacrylamidgel aufgetrenn-
ten Proteine zunéchst elektrophoretisch auf eine Membran transferiert und dann im-
munochemisch nachgewiesen werden kdnnen.

3.1.251 Transfer von Proteinen

Der Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die Membran erfolgt in einer
.Halbtrocken-Blotkammer®. Dazu werden zunachst 3 Lagen, der Gro3e des Protein-
gels entsprechendes, in EMBL-Puffer getranktes Filterpapier (Whatman, Kent, Eng-
land) auf die Anodenplatte gelegt. Nachfolgend wird eine mit EMBL-Puffer ange-
feuchtete Nitrozellulosemembran (2.4.23), dann das Polyacrylamidgel sowie 3 weite-
re Lagen in EMBL-Puffer getranktem Filterpapier aufgelegt. Die Einhaltung der Rei-
henfolge von Membran und Gel ist dabei ebenso wichtig wie die Sorgfalt, zwischen
den einzelnen Schichten Luftblasen zu vermeiden. Nachdem das System mit der Ka-
thodenplatte geschlossen ist, erfolgt der Elektrotransfer fur 1h bei 0,8mA/cmz2 der
Gelflache. Um die Effizienz des Elektrotransfers schon vorab beurteilen zu kénnen,
wird die Membran fir 2-5min in Ponceau-S-Farbelésung (2.4.10) inkubiert. Nachdem
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die Membran kurz in Wasser entfarbt worden ist, kdnnen die stark gefarbten Protein-
banden identifiziert werden.

3.1.25.2 Detektion von geblotteten Proteinen

Zur Absattigung aller unspezifischen Antikérperbindungsstellen wird die Membran mit
Blockldsung (2.4.10) uber Nacht bei RT oder 4°C (mit Verdunstungsschutz) inkubiert.
Nach Dekantierung der Blocklésung am Folgetag wird die Membran dreimalig mit
PBS-T (2.4.21) fur je 5min bei RT gewaschen. Daraufhin wird die Membran mit ei-
nem in Antikoérperlosung (2.4.21) verdinnten Erstantikorper luftblasenfrei in Folie
eingeschweildt. Nach Inkubation unter stetigem Schwenken fur 2h bei RT wird die
Membran erneut dreimalig fur je 5min in PBS-T3 (2.4.21) gewaschen. Darauf wird
die Membran mit einem in Blockmilch geblockten, gegen den Erstantikorper gerichte-
ten Zweitantikorper (Meerettich-Peroxidase gekoppelt) unter stetigem Schwenken fir
1h bei RT inkubiert. Um ungebundene Antikdrper zu beseitigen, wird die Membran
erneut dreimalig fur je 5min gewaschen.

3.1.25.3 Antikoérpernachweis durch Chemilumineszenz (ECL)

Die an den Zweitantikbrper gekoppelte Meerettich-Peroxidase (HRP) ermdglicht eine
indirekte Detektion des Proteins durch Chemilumineszenz. Dazu werden 7ml Lumi-
nol-Losung mit 7pl Enhancer (2.4.10) vermischt und fur 1min auf die Membran gege-
ben. Alternativ wurde ein Chemilumineszenz Detektions Kit entsprechend den
Herstellerangaben verwendet.

Die HRP katalysierte Oxidation des Luminols fuhrt Gber einen angeregten Zustand
des Substrats zur Chemilumineszenz, die durch Exposition (5s-30min) eines Ront-
genfilms abgelichtet wird.

3.1.26 Dialyse und Lagerung aufgereinigter Proteine

Zur Beseitigung von - fir Folgeexperimente - unerwinschten Substanzen (z.B. Sac-
charoseanteile bei Gradienteneluaten oder Salzanteile vor VLP-Analyse mittels E-
lektronenmikroskopie) werden die entsprechenden Proben auf Dialysemembranen
mit einer PorengréRe von 0,45um in einer 6cm Zellkulturschale verbracht und gegen
5ml PBS-Puffer oder H,O fiir 1-2h und 4°C dialysiert.

3.1.27 Aufreinigung von Proteinen im Saccharosegradienten

Zur Aufreinigung von Proteinen werden Saccharosegradienten mit einem kontinuier-
lichen Prozentigkeitsgefélle von 5-50% sowie von 5-60% verwendet. Die Gradienten
werden mit Hilfe eines Gradientenmischers (Eigenbau, DKFZ Heidelberg) in Ultra-
zentrifugenréhrchen (PA ,14ml) gegossen, wobei jeweils 5,5ml einer 5%-, 50%-, oder
60%-igen Saccharose-Ldsung (in PBS,10mM HEPES) verwendet werden. Nachdem
die Gradienten fur 1h bei 4°C inkubiert worden sind, werden 600ul eines VLP-
Extraktes auf die Spitze eines Gradienten pipettiert und mit VLP-Extraktionspuffer
(2.4.6) austariert. Die Gradienten werden im Anschluss fur 3h bei 36.000upm und
4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Nachfolgend werden die Gradienten von un-
ten beginnend zu je 600yl in 1,5ml Reaktionsgefal3e fraktioniert. Die gewonnenen
Fraktionen kdonnen in weiteren Untersuchungen (Western-Blot, ELISA, Elektronen-
mikroskopie, Infektionsexperimente) néher untersucht werden.
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3.1.28 VLP-Blockierungsexperimente mit neutralisierenden Antikdrpern

In den Blockierungexperimenten werden Antikorper (AK) verwendet, die eine Kon-
formationsspezifitat fr HPV16 VLPs und neutralisierende Wirkung besitzen. Die AK
werden bei einer Verdiinnung von 1:500 (U4; 2.1.2) bzw. 1:50-1:100 (25C; 2.1.2) mit
den VLP-Praparationen (3.1.20) nach Nukleasenbehandlung (3.2.11.1) eingesetzt.
Die folgende Inkubation wird fur 1-1,5h bei 37°C durchgefuhrt. Danach wird der An-
satz zu den zu infizierenden Zellen gegeben und dem Infektionsprotokoll entspre-
chend weiterbehandelt (3.2.11.2).

3.2 Kultur und Manipulation eukaryotischer Zellen

Alle Arbeitsschritte mit eukaryotischen Zellen werden an einer sterilen Werkbank
durchgefuhrt.

3.2.1 Kultur immortalisierter Zelllinien

Eukaryotische Zellen werden in 20ml Komplettmedium (2.3.2) bei 37°C, 5%CO.-
Atmosphéare und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen werden in bellfteten Ge-
webekulturflaschen unterschiedlicher Gréf3e (75 bzw. 150cm?2) verwendet. Die Zell-
Linien werden entsprechend ihrer Charakteristik (Wachstumsrate, Allgemeinzustand)
alle 2—-3 Tage subkultiviert. Bei adharent wachsenden Zellen wird zunachst das Kul-
turmedium abgenommen und darauf die Zellen mit 2ml Trypsin/EDTA-LOsung vorbe-
handelt. Die zugegebene Trypsin/EDTA-L6sung wird nach kurzem Schwenken der
Gewebekulturflasche wieder entfernt und mit 1-2ml frischer Trypsin/EDTA-L6sung
(2.3.2) Uberschichtet. Nach 3-5min Inkubation bei 37°C werden die Zellen - wenn
notig - durch leichtes Abklopfen vom Gefalzboden geldst und in 8ml Komplettmedium
resuspendiert. AnschlieRend werden die Zellen im Verhaltnis 1:8 in ein neues Kultur-
gefald Gberfuhrt und unter den oben angegebenen Bedingungen weiterkultiviert.

3.2.2 Kultur von Insektenzellen

Insektenzellen (Sf9; 2.2.3) werden in 20ml TNM-FH Medium (2.3.3) bei 27°C in Luft-
atmosphéare kultiviert. Die Zellen werden in bellfteten Gewebekulturflaschen unter-
schiedlicher GroRRe (75 bzw. 150cm?) verwendet und etwa im selben Turnus wie Zell-
kulturen (3.2.1) subkultiviert. Auf die Verwendung von Trypsin/EDTA-LOsung zum
Ablosen der Zellen kann verzichtet werden. Anstatt dessen konnen adharent
wachsende Insektenzellen durch leichtes Klopfen an der Gewebekulturschale abge-
|6st werden.

3.2.3 Kryokonservierung von Zellen

3.2.3.1 Zellen einfrieren

Fur die Kryokonservierung werden ausschliel3lich exponentiell wachsende Zellen
verwendet, die zu Beginn dieses Prozesses in Komplettmedium in Suspension ge-
bracht werden. Bevor die Zellzahl bestimmt werden kann, wird die Suspension ab-
zentrifugiert (5min, 2.000upm, 4°C; Napco 2019R) und in Kryokonservierungslésung
(2.3.2) aufgenommen. Nach Bestimmung der Zellzahl (3.2.4) werden 1x10°-1x10’
Zellen in 2ml Einfrierréhrchen tberfuhrt und anschlieBend bei einer Geschwindigkeit
von 1°C/min auf -70°C tiefgekuhlt. Zur Langzeitlagerung werden die tiefgefrorenen
Zellen in flissigen Stickstoff transferiert.
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3.2.3.2 Zellen auftauen

Kryokonservierte Zellen werden in einem 37°C Wasserbad moglichst zlgig (zur
Vermeidung von Toxizitatseffekten des DMSO-Anteils im Einfriermedium) aufgetaut
und zusammen mit 13-14ml Komplettmedium in ein 15ml Reaktionsgefald tberfuhrt.
Daraufhin wird das Reaktionsgefal3 fir 5min bei 2.000upm und 4°C (Napco 2019R)
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wird in frischem Kom-
plettmedium aufgenommen und in eine der Zellzahl angemessen grofRen Gewebe-
kulturschale tGberfuhrt.

3.2.4 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer kann die Zelldichte einer Zellsuspension be-
stimmt werden. Da bei der Zellzahlung der Anteil von abgestorbenen Zellen unbe-
ricksichtigt bleiben soll, macht man sich die Eigenschaft von Trypanblau zu Nutze,
selektiv in abgestorbene Zellen eindringen zu kénnen. Im Lichtmikroskop lasst sich
bei toten Zellen demnach eine intensive Blaufarbung beobachten. Um den Anteil an
abgestorbenen Zellen bestimmen zu kénnen, werden 50ul der Zellsuspension mit
50ul Trypanblauldésung (2.3.2) vermischt. Darauf werden 10-15ul der Mischsuspensi-
on auf die Zahlkammer aufgetragen, Uberschussiges Volumen verworfen und darauf
die Zellzahl Uber 16 Zahlquadranten ausgezahlt. Da das Volumen zwischen Deck-
glas und Zahlkammer tber den 16 Zahlquadranten 0,1pl betragt, ergibt der gezéahlte
Wert, multipliziert mit dem Faktor 2x10°, die Zelldichte in Zellen/ml.

3.2.5 Transfektion eukaryotischer Zellen

3.2.5.1 Transfektion mit Kalziumphosphat

Bevor die Transfektion durchgefuhrt werden kann, mussen 60-80% konfluent ge-
wachsene Zellen in der Zellkulturschale vorhanden sein. Am Vortag der Transfektion
wird deshalb eine entsprechend hohe Menge an Zellen ausgesét, denen bei Bedarf
(z.B. ilF; 3.1.21) sterile Deckglaschen mit in die Kulturschalen gelegt werden. Die
eingesetzten Mengen und Volumina richten sich nach der Grol3e des Ansatzes.

Kulturschale 10cm @ 6-Lochplatte
Ausgesate Zellzahl: 1x10° 1-2x10°
Volumen Kulturmedium 10ml 2ml

DNA 20ug 2ug

3M CacCl, 50ul 5ul

H.O 450yl 40ul

2xBBS 500ul 50ul

Zur Herstellung des Transfektionsmixes fur eine 10cm Zellkulturschale werden 50ul
3M CaCl; in einem 1,5ml| Reaktionsgefal’ vorgelegt und die zu transfizierende DNA
hinzugefuigt. Darauf werden 450ul H,O und darauf tropfenweise 500ul 2xBBS (2.4.4)
hinzupipettiert. Der Ansatz wird fur 15min bei RT inkubiert und dann vorsichtig auf
die Zellen in Kulturmedium getropft. Die nachfolgende Inkubation der Zellen erfolgt
fur 14-20h bei 35°C und 3% CO, (nach Chen/Okayama). Danach wird das Medium
entfernt, durch neues Komplettmedium ersetzt und fiir 24-48h bei 37°C und 5%CO,
weiterkultiviert.
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3.2.5.2 Transfektion mit Metafectene

Bevor die Transfektion durchgefuhrt werden kann, missen 100% konfluent gewach-
sene Zellen in der Zellkulturschale vorhanden sein. Dazu wird am Vortag der Trans-
fektion eine entsprechend hohe Menge an Zellen ausgesat. Die eingesetzten
Mengen und Volumina richten sich nach der Gr63e des Ansatzes. Fir die Produktion
von Virus ahnlichen Partikeln wird standardmafig eine Zellkulturschale mit einem
Durchmesser von 10cm verwendet.

Kulturschale 10cm @ 6-Lochplatte
Ausgesate Zellzahl: 2-2,2x10° 3x10°
Volumen Kulturmedium 10ml 2mi

DNA 18ug 3Ug
Medium.sa zur DNA 700ul 70pl
Metafectene 70pl 10pl
Medium.sa zu Metafectene 700ul 100pl

Zu Beginn der Transfektion werden pro Reaktionsansatz 70ul Metafectene mit 630ul
DMEM-Medium ohne Serum und Antibiotika (Medium.sa) in einem 1,5ml Reaktions-
gefal3 gemischt. Danach werden in einem zusatzlichen 1,5ml Reaktionsgefal? 700ul
Medium.sa vorgelegt und die DNA hinzupipettiert. Anschlielend wird das Metafecte-
ne/Medium-Gemisch langsam dem DNA/Medium-Gemisch hinzugefigt und flr
15min bei RT inkubiert. Der Reaktionsansatz wird darauf auf die Zellen in Kulturme-
dium pipettiert (=10ml Gesamtvolumen), die im Anschluss fir 3-6h bei 37°C und 5%
COs; inkubiert werden. Hierauf wird der gesamte Transfektionsmix abgenommen, die
Zellen ein- bis zweimal mit sterilem PBS-Puffer (2.4.21) gewaschen und danach
10ml Komplettmedium (DMEM inkl. Antibiotika und 10% FCS) hinzugefugt. Darauf
erfolgte eine Inkubation 24-48h bei 37° und 5%CO..

3.2.5.3 Transfektion mit Effectene

Am Vortag der Transfektion werden pro 10cm Zellkulturschale zwischen 5x10° und
2,2x10° Zellen/ml ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C und 5%CO, inkubiert. Am
Folgetag wird bei einer Konfluenz von 40-80% die Transfektion vorbereitet. Dazu
werden insgesamt 2ug DNA in 300ul DNA Kondensationspuffer (,Puffer EC*) aufge-
nommen und zusatzlich mit 16ul Verstarkerlésung versetzt. Nach kurzer Durchmen-
gung (1s) wird der Ansatz fir 2 bis 5min bei RT inkubiert und danach kurz abzentri-
fugiert (Beseitigung von Kondenstropfen). Nachfolgend werden dem Ansatz 60ul Ef-
fectene hinzugefigt, durch wiederholtes Pipettieren gemischt und fur 5-10min bei RT
inkubiert. In dieser Zeit werden die zu transfizierenden Zellen einmal mit sterilem
PBS-Puffer gewaschen und danach mit 7ml Komplettmedium inkubiert. Der Trans-
fektionsmix wird in 3ml Komplettmedium aufgenommen und tropfenweise zu den
PBS-gewaschenen Zellen hinzugefiigt. Die Expression der transfizierten DNA wird
durch Inkubation bei 37°C und 5% CO. fur 24-48h ermdglicht.

3.2.5.4 Transfektion mit Escort

Es werden 1,2x10° Zellen pro 10cm Zellkulturschale ausplattiert und tiber Nacht bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Danach werden pro Transfektionsansatz 40ul Escort
Reagent mit 620ul Medium.sa (3.2.5.2) in einem 1,5ml Reaktionsgefal3 vorgelegt.
Nachdem dieser Lésung 13,5ug DNA hinzugefligt worden sind, erfolgt eine Inkubati-
on von 15min bei RT. In dieser Zeit wird das Kulturmedium der Zellkulturschale durch
5,4ml frisches Komplettmedium ausgetauscht. Hierauf wird den Zellen der gesamte
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Transfektionsmix tropfenweise hinzugefugt und fur 5-6h bei 37°C sowie 5% CO; in-
kubiert. AnschlieRend wird das Medium abgesaugt und durch 10ml DMEM-
Komplettmedium (2.3.2) ersetzt. Die Expression der transfizierten DNA wird fur wei-
tere 40h bei 37°C und 5% CO, zugelassen.

3.2.5.5 Transfektion mit Fugene 6

Die Zellen werden am Vortag der Transfektion in 10cm Zellkulturschalen bei einer
Zellzahl von 6,7x10°/ml-2x10°/ml (abhéngig von der Wachstumsrate der Zell-Linie
bzw. dem Allgemeinzustand der Zellen) ausgeséat. Das Gesamtaufnahmevolumen
betragt dabei 10ml Medium_sa (3.2.5.2) und die Ubernachtinkubation erfolgt bei 37°C
und 5% CO,. Sofern die Zellen eine Konfluenz zwischen 50 und 80% erreicht haben,
werden am Folgetag 667ul Medium_sa in ein steriles 1,5ml Reaktionsgefald vorgelegt
und anschlieRend mit 20ul Fugene 6 vermengt. Darauf werden dem Reaktionsge-
misch zwischen 7 und 13ug DNA hinzugefugt. Nach vorsichtigen Mischen wird der
Ansatz fur 15-45min bei RT inkubiert. Der Transfektionsmix wird daraufhin tropfen-
weise und gleichmaRig zu den Zellen hinzugefugt. Nach 3-6h wird das Medium ab-
genommen und durch 10ml DMEM-Komplettmedium (2.3.2) ersetzt. Der Transfekti-
onsansatz wird fur 24-48h inkubiert, bevor die Zellen in Folgeexperimenten weiter-
verwendet werden kénnen.

3.2.5.6 Transfektion mit Transfast

Bevor die Transfektion durchgefiihrt werden kann, werden 1,5x10° Zellen pro 10cm
Zellkulturschale in 10ml Komplettmedium ausplattiert und bei 37°C und 5% CO,, tber
Nacht inkubiert. Danach wird das Medium abgenommen und durch 2,2ml Komplett-
medium ersetzt. Weiterhin werden 7,8ml Komplettmedium mit 18ug DNA sowie 36ul
Transfast Reagent vermengt und fiir 20min bei RT inkubiert. Darauf wird der Trans-
fektionsmix zu den Zellen hinzupipettiert und fir 2,5h bei 37°C und 5%CO, inkubiert.
Danach erfolgt ein Mediumwechsel und eine Inkubationsdauer von 24-48h, an die
sich Folgeexperimente zum Nachweis der transfizierten DNA anschlieRen kdnnen.

3.2.5.7 Bestimmung der Transfektionseffizienz (f-Gal Nachweistest)

Die Uberprifung der Transfektionseffizienz erfolgt durch die Verwendung eines Kon-
trollplasmids, das fur das Enzym p-Galaktosidase (f-Gal) kodiert. Dieses Enzym
setzt das Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-#-D-Galaktosid) in den blauen
Farbstoff 5-Brom-4-Chlor-Indigo um. Diese blaue Farbreaktion ist nach wenigen
Stunden im Lichtmikroskop sichtbar und der prozentuale Anteil der blaugefarbten
Zellen lasst sich durch Auszahlen bestimmen.

Zu Beginn dieses p-Gal-Nachweises werden die Zellen 24h nach erfolgter Transfek-
tion einmalig mit PBS-Puffer gewaschen und in 100% Methanol fir 5min bei RT fi-
xiert. AnschlieBend werden die Zellen zweimalig mit PBS-Puffer gewaschen und
nachfolgend fir 10min in frischem PBS-Puffer rehydriert. Nach Zugabe der X-Gal-
Farbelosung (2.4.4) werden die Zellen fur mindestens 2h bei 37°C inkubiert.

3.2.6 Induktion von Apoptose

Zellen kénnen kunstlich in den kontrollierten Zelltod (Apoptose) getrieben werden.
Die Induktion von Apoptose ist beispielsweise durch Zugabe von 1uM Staurosporin
(2.4.5) zum Wachstumsmedium madglich. Staurosporin aktiviert in Zellen eine Reihe
von Kaspasen, die der Familie der Proteasen zugeordnet sind. Kaspasen besitzen
eine zentrale Bedeutung als Effektormolektle bei der Induktion von Apoptose im in-
trazellularen Desintegrationsprozess.
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Die Induktion der Apoptose erfolgt in dieser Arbeit einen Tag nach transienter Trans-
fektion der Zellen. Das Wachstumsmedium wird von den Zellen entfernt und durch
5ml frisches DMEM-Komplettmedium (2.3.2) ersetzt, dem darauf 5ul Staurosporin
hinzupipettiert werden. Der Ansatz wird zwischen 4 und 18h unter Standardzellkul-
turbedingungen inkubiert. In Abhangigkeit von der Zeit nimmt die Zahl der apoptoti-
schen Zellen zu, die nach 18h ihr Maximum erreicht hat. Je nach Ansatz konnen die
Zellen danach den Folgeexperimenten entsprechend prapariert werden.

3.2.7 Herstellung rekombinanter AAV

Transfektion:

Zur Produktion rekombinanter Adeno-assoziierter Viren werden 5x10° 293T Zellen
pro 15cm Zellkulturschale in DMEM-Komplettmedium (2.3.2) ausgesat und Uber
Nacht bei Standardzellkulturbedingungen kultiviert. Am Folgetag wird die Transfekti-
on des Helfer- und des Verpackungsplasmides wie folgt durchgeftihrt: Pro Zellkultur-
schale werden in ein ausreichend grof3es und steriles Behdltnis 18ug Verpa-
ckungsplasmid, 70ug Helferplasmid (pDG; 2.1.1), 1,125ml H,O sowie 0,125ml 2,3M
CaCl, vorgelegt und gevortext. Im Anschluss werden einerseits 20ml DMEM-
Komplettmedium in ein neues steriles Gefal3 vorgelegt und andererseits den Zellkul-
turschalen das Wachstumsmedium entnommen. Daraufhin werden dem DNA-Ansatz
1,25ml 2xHBSS-Puffer (2.4.13) hinzugefugt und exakt 1min bei RT inkubiert. Die
DNA/HBSS-L6sung wird dem vorgelegten Medium hinzugeftigt und 22ml des resul-
tierenden Gesamtgemisches auf die Zellen gegeben. Die anschlieRende Inkubation
erfolgt fur 48h bei 37°C und 5% CO..

Ernte:

Die Zellen werden danach mit einem Zellschaber von der Zellkulturschale abgeldst,
im Wachstumsmedium resuspendiert und in ein 50ml Reaktionsgefald Uberfiihrt. Die
Zellen werden bei 2.400upm fur 10min bei RT zentrifugiert (Heraeus Varifuge RF),
das Zellpellet in 50ml PBS-Puffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert
(2.400upm, 10min., RT; Heraeus Varifuge RF). Daraufhin werden die Zellen in 5ml
Lysepuffer (2.4.13) resuspendiert und einer dreimaligen Frier/Tau-Lyse in flissigem
Stickstoff bzw. im 37°C Wasserbad unterzogen (3.1.20.2). Zur Beseitigung von DNA-
und RNA-Resten wird der Ansatz mit 50U/ml Benzonase versetzt, 30min bei 37°C
inkubiert und danach mit 5.000upm fir 20min und 4°C zentrifugiert. Der Virusuber-
stand wird abgenommen und im lodixanol-Stufengradient weiterverwendet.

lodixanol-Stufengradient:

Mit Hilfe des lodixanolgradienten ist es aufgrund des unterschiedlichen Sedimentati-
onsverhaltens im Schwerefeld moéglich, neben der Eliminierung von Zelldebris unver-
packte von verpackten AAV-Kapsiden zu trennen. Dazu wird ein lodixanolgradient in
einem Ultrazentrifugenréhrchen (25x29mm) mit je einer Phase von 15% (7ml), 25%
(5ml), 40% (4ml) und 60% (4ml) lodixanol durch Unterschichten (Virussuspension
zuerst, 60% lodixanol zuletzt) hergestellt (Abb. 3-2).
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—— Virussuspension

—— 15% lodixanol

\ —;— 25% lodixanol

60% lodixanol

Abb. 3-2: Auftragsschema lodixanolgradient

Danach wird der Gradient in der Ultrazentrifuge (Rotor Tl 50.2) bei 50.000upm fur
1,5h und 4°C zentrifugiert. Die verpackten AAV-Kapside liegen danach in der 40%-
lodixanolphase vor und kénnen mit einer Spritze abgezogen werden. Das so erhal-
tene Eluat wird auf 10ml mit PBS-Puffer aufgefllt und nachfolgend in einem 15ml
Konzentrator (2.4.23) durch Zentrifugation bei 3.000upm fiir 30min und 4°C einge-
engt. Im Anschluss daran kann die Hohe des genomischen Titers bestimmt werden
(3.1.19).

3.2.8 Infektion mit rAAV

Zur Infektion von eukaryotischen Zellen mit rekombinanten AAV (rAAV) werden am
Vortag der Infektion 1x10° 293T Zellen in einer 10cm Zellkulturschale ausgesat und
Uber Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Infektion wird im Anschluss, unab-
hangig ob als Einzelinfektion oder in Kombination mit mehreren rAAVs, mit einem
MOI von 0,1, 1 oder 10 (bezogen auf die Anzahl infektioser AAV Partikel) in 5ml se-
rumfreien DMEM-Medium fir 1h bei 37°C und 5% CO, durchgefiihrt. Darauf werden
dem Infektionsansatz 5ml DMEM-Medium (inkl. 20% FCS) hinzugegeben und weite-
re 48h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die durch AAV Partikel transduzierten Plas-
mide bzw. deren exprimierte Proteine kénnen Uber Standardpréparationstechniken
nachgewiesen bzw. extrahiert werden (ilF: 3.1.21; VLP-Extraktion: 3.1.20).

3.2.9 Superinfektion mit Adenovirus

Die Expression von in rAAV verpackten Plasmiden kann deutlich erhéht werden, in
dem man zu einer bereits laufenden rAAV-Infektion (3.2.8) mit Adenovirus Typ 5
(Wildtyp) Uberinfiziert. Dazu wird zunéchst dem rAAV-Infektionsprotokoll entspre-
chend verfahren. Nach der einstiindigen Infektionsinkubation mit rAAV werden dem
Ansatz Ad-5 Viren mit einem MOI von 2,5 zugegeben, gefolgt von einer Inkubation
von 1h bei 37°C und 5% CO,. Danach wird wieder dem rAAV-Infektionsprotokoll ent-
sprechend verfahren (Zusatz von 5ml DMEM-Medium inkl. 20% FCS etc.).

3.2.10 Bakulovirus vermittelte Infektion von Insektenzellen

Die Grundlage fir die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten VLP-Kontrolle
bildet ein fir das humanisierte HPV16 L1 (hL1l) rekombinantes Bakulovirus. Um
VLPs zu generieren, die aus assemblierten L1-Einheiten bestehen, missen zunachst
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1x10" Sf9-Zellen in einer 75cm? groRen Gewebekulturflasche in 20ml TNM-FH Medi-
um (2.3.3) fur 1h bei 27°C vorkultiviert werden. Danach wird das Medium eliminiert
und den Zellen 0,5ml eines bereits vorhandenen Bakulovirusstocks (2.2.1) hinzuge-
fugt. Nach einer Inkubation fir 1h bei RT auf einer Wippe werden den Zellen 10ml
TNM-FH Medium zugesetzt und bei 27°C fiur 5 Tage inkubiert. Das Wachstumsmedi-
um, das ebenfalls L1-VLPs enthalt und deswegen hauptsachlich in den Folgeexperi-
menten dieser Arbeit verwendet wurde, wird abgenommen und bei 4°C gelagert.
Nach Resuspension der Zellen in 6ml VLP-Extraktionspuffer (2.4.6) erfolgt der Auf-
schluss der Zellen durch dreimaliges Frieren/Tauen fur je 20min bei -70°C. Darauf
werden die Ansatze a 2ml aliquotiert und fir 30s bei Stufe 6 und 4°C mit Ultraschall
behandelt. AbschlieRend werden die Praparate fur 5min bei 13.000upm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand enthalt nun die L1-VLPs, die in Analyseexperimenten in
geeigneter Verdinnung eingesetzt werden kdénnen.

3.2.11 VLP- bzw. PV-Infektion von eukaryotischen Zell-Linien

3.2.11.1 Prainkubation von VLPs mit Nukleasen

Fur die Infektion von eukaryotischen Zellen mit verpackten VLPs werden vorgeklarter
Rohextrakt oder eine gegen PBS dialysierte Fraktion aus dem Saccharosegradienten
im Verhaltnis 1:1 mit PBS-PV2 (2.4.12) gemischt, mit 0,1ug/ul DNasel sowie 20ug/ul
RNaseA versetzt und fur 1-2h bei 37°C inkubiert.

Pipettierschema:

200ul vorgeklartes Zellextrakt oder Fraktion eines Saccharose-

Gradienten

200ul PBS-PV2

8ul DNasel (0,1ug/ul)

10pl RNase A (20ug/ul)
Optional kénnen anstelle der DNasel bzw. RNase A auch 0,05U/ul Benzonase ver-
wendet werden. Die Inkubation erfolgt zu den selben Bedingungen wie zuvor be-
nannt.

3.2.11.2 Infektion

Zur Infektion werden standardmafig 293T Zellen verwendet, die nach einmaligen
Waschen mit sterilem PBS in einer Konzentration von 8,67¥10°ml in PBS-PV3 auf-
genommen werden. Die mit DNasel bzw. RNase A prainkubierten Infektionsansétze
werden daraufhin mit je 300pl der vorbereiteten Zellen (= 2,6*10° Zellen/ml) gemischt
und auf einem Drehrad fur 1,5h bei mittlerer Geschwindigkeit und 37°C inkubiert.
Danach werden die Zellen fir 5min bei 3.000upm (Thermoquest Micromax Zentrifu-
ge) und RT sedimentiert. Der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in 1ml DMEM-
Komplettmedium (2.3.2) aufgenommen und in die Vertiefung einer 6-Lochplatte tber-
fuhrt. Nach Zugabe von weiteren 2ml DMEM-Komplettmedium kann die Inkubation
der Infektion fur 48-72h bei 37° und 5% CO, erfolgen. Der Nachweis des Verpa-
ckungsplasmids bei erfolgreicher Infektion durch VLPs wird mit Hilfe des f-Gal-
Nachweistests durchgefuhrt (3.2.5.7).
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3.3 Elektronenmikroskopie

Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie (EM) kénnen VLPs sowohl intrazelluléar (z.B. im
Nukleus nach transienter Transfektion) als auch nach praparativer Aufbereitung in
Losung (z.B. nach Aufreinigung im Saccharosegradienten) visualisiert werden. Die
Arbeiten wurden zum grofRen Teil von Birgit Hub (DKFZ, Heidelberg) durchgefuhrt.

3.3.1 Nachweis von VLPs in eukaryotischen Zellen

Um einen intrazellularen VLP-Nachweis im EM zu erzielen, missen Zellen zunachst
transient mit Expressions-Plasmiden transfiziert werden, die das L1 tragen. Zuséatz-
lich muss beachtet werden, dass die Zellen dabei auf Glasplattchen (& 10mm) kulti-
viert werden. Nach Beendigung der Transfektion werden die Glasplattchen aus der
Zellkulturschale entnommen, 1x mit PBS-Puffer (2.4.21) gewaschen und 30min auf
Eis in Fixierlésung (2.4.18) inkubiert. Danach werden die Zellen mit Osmiumtetroxid-
Lésung (2.4.18) gefarbt, in steigenden Konzentrationen von Ethanol dehydriert und
schlie3lich in Epoxidharz eingebettet. Im weiteren Parparationsverlauf werden ultra-
dinne Schnitte der eingebetteten Zellen angefertigt, mit 0,5% Uranylacetat geféarbt
und mittels EM analysiert.

3.3.2 Nachweis von VLPs in Saccharosegradienten-Fraktionen

Bevor die Fraktionen aus Saccharosegradienten im EM untersucht werden kénnen,
missen 20-50ul pro Fraktion fur 2h bei 4°C gegen PBS-Puffer oder (besser) H,O
dialysiert werden. Dazu wird eine Dialysemembran mit einer Porengrof3e von
0,025um (2.4.23) verwendet. Wahrend dieser Inkubation werden mit Kohle beschich-
tete Kupfernetze (2.4.23) beglimmt, damit deren hydrophile Eigenschaft verstarkt
wird. Darauf werden je 5ul der dialysierten Saccharosefraktionen auf die Netze pi-
pettiert und 2min bei RT inkubiert. Die Proben werden dann mit Filterpapier abge-
saugt und die Netze mit 8ul H,O gewaschen. Im Anschluss erfolgt eine Inkubation
mit 8ul 2% Uranylacetat fur 30-60s bei RT, die danach erneut mit Filterpapier abge-
saugt wird. Die Netze werden abschliel3end getrocknet und dann im EM analysiert.
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4. Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob und in welchen Mengen
Virus-ahnliche Partikel (VLPs) in Standardzellkulturen hergestellt werden kdnnen.
Diese Untersuchungen erfolgten unter Verwendung humanisierter HPV16 L1- und
L2-Strukturgene, denen in vorausgegangenen Experimenten hohe Einzel-
expressionsraten nachgewiesen werden konnten. Neben der Etablierung eines re-
produzierbaren und effizienten Produktionssystems sollte darliber hinaus untersucht
werden, in wie fern diese VLPs mit DNA verpackt werden kénnen und ob die ver-
packte DNA durch eine Infektion spezifisch transduziert werden kann.

Im ersten Kapitel dieses Abschnitts wird beschrieben, aus welchen Bestandteilen das
bei den Verpackungsversuchen eingesetzte Plasmid besteht und wie diese zusam-
mengesetzt wurden (Kapitel 4.1). Hinsichtlich der Transfektionseffizienz wurden ver-
schiedene Transfektionsprotokolle in Kombination mit unterschiedlichen Zell-Linien
evaluiert, die im zweiten Teil beschrieben sind (Kapitel 4.2). Der dritte Teil dieses
Abschnitts beschaftigt sich mit der Darstellung der Ergebnisse, die im Rahmen der
Herstellung von VLPs gewonnen werden konnten (Kapitel 4.3). Die Ergebnisse der
Sedimentationsanalysen sowie die in diesem Zusammenhang durchgefihrten Opti-
mierungsversuche zur Generierung hoher Pseudovirionen-Ausbeuten sind in Kapitel
4.5 beschrieben. Schliel3lich werden sowohl in Kapitel 4.4 als auch in Kapitel 4.6 die

Ergebnisse aller durchgefuhrten Infektionsversuche beschrieben.

4.1 Herstellung des Verpackungsplasmids

Damit die Eigenschaften der humanisierten HPV16-L1- und HPV16-L2-Gene zur
Produktion DNA-verpackter VLPs (=Pseudovirionen) in verschiedenen eukaryoti-
schen Zell-Linien n&her untersucht werden konnten, wurde ein Verpackungsplasmid
(,Targetplasmid“) hergestellt, das intrazellular in die Hillproteine verpackt werden
sollte. Nach Aufreinigung dieser DNA-verpackten Pseudovirionen sollte das Tar-
getplasmid durch Infektion von Zellen transduziert und mit Hilfe eines einfachen De-
tektionssystems nachgewiesen werden koénnen. Die fur den Verpackungsvorgang
verantwortlichen Faktoren und Strukturen sind weitgehend ungeklart (siehe Kapitel
1), wobei der untranslatierten Region (UTR) des HPV16 Genoms eine verpackungs-
relevante Rolle zugeschrieben wird. Um der nativen Verpackungssituation gerecht zu
werden, sollte das Targetplasmid mdglichst der Grol3e des originalen HPV16 Ge-
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noms entsprechen und in hohen Mengen in der Zelle repliziert werden. Aus diesen
Anforderungen ergab sich die in Abb. 4-1 angegebene Zusammensetzung des Tar-
getplasmids.

pCMV Lac-Z SV40ori | [HPV16 UTR | | Ampicillin

| -

} >
0 4000 7905

Abb. 4-1: Bestandteile des Verpackungsplasmids, das die exakte GroRe des nativen HPV16
Genoms aufweist (7905bp). pCMV: Promotor des Cytomegalovirus; Lac-Z: Reportergen;
SV40ori: Ursprung der Replikation fir alle Zellen, die das grof3e T-Antigen des Simian Virus 40
besitzen; HPV16 UTR: Untranslatierte Region von HPV16; Ampicillin: Resistenzgen

Die fur das Targetplasmid bendétigten Basiselemente wie den starken viralen Promo-
tor pPCMV (,cytomegalovirus immediate-early promotor”), das Resistenzgen Ampicillin
und den zur Replikation des Targetplasmids in Saugertierzellen bendétigten SV40ori
wurden aus dem pcDNAS3.1(-) Expressionsvektor (2.1.1) tGber die Schnittstellen Pcil
und Smal gewonnen (Abb. 4-2). Nach Rezirkularisierung und Verkleinerung des
Plasmids mit NgoMIV und Psil wurde erneut rezirkularisiert und die Insertionsstelle
fur das Reportergen tUber Notl bzw. EcoRV gedffnet. Das Reportergen wurde aus
einem eigenen Expressionsvektor (#150; 2.1.1) uber Notl und Dral prépariert, in den
vorbereiteten pcDNA-Vektor einkloniert und nachfolgend fiir den Transfer der HPV16
UTR Uber Stul vorbereitet. Die UTR von HPV16 wurde mittels PCR unter Verwen-
dung des HPV16 Originalgenoms als Matrize amplifiziert, wobei die zur Herstellung
der exakten Plasmidgréf3e (7905bp) noch notwendigen Nukleotide bei der Primerbe-
stimmung berucksichtigt wurden (2.1.3). Darauf wurde das PCR-Produkt tiber ECORV
in den Expressionsvektor pBlueskriptll KS (2.1.1) zwischenkloniert und Gber Stul in
das vorbereitete Konstrukt eingesetzt.

Das Targetplasmid wurde zusammen mit den humanisierten HPV16-L1- und L2-
Expressionsplasmiden durch Kotransfektion in eukaryotische Zellen eingebracht (4.3
bzw. 3.2.5). AuBerdem konnte die Transfektionseffizienz und Funktionalitéat des Tar-

getplasmids direkt mit Hilfe eines f-Gal Nachweistests (3.2.5.7) bestimmt werden.
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Abb. 4-2: Klonierungsstrategie zur Herstellung des Targetplasmids fir die Verpackung von
HPV16 VLPs. Genaue Darstellungen der Plasmidkarten befinden sich im Anhang. Detaillierte
Beschreibung der Klonierung siehe Text.

4.2 Evaluation verschiedener Transfektionsmethoden

Um die Transfektion verschiedener Zell-Linien zu optimieren, wurden Transfektions-

reagenzien verschiedener Hersteller getestet. Zur Vereinfachung wurde dabei ein

Standardexpressionsplasmid verwendet, das ein Lac-Z-Gen beinhaltet (#150; 2.1.1).

Die Effizienzen wurden mit Hilfe des f-Gal-Nachweistests (3.2.5.7) durch Auszahlung

positiver Zellen ermittelt. Eine Auflistung der dabei untersuchten Zellen und ermittel-

ten Effizienzen ist Tabelle 4-1 zu entnehmen.
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Transfektionseffizienz [%] in Abhangigkeit
von der Transfektionsmethode

Kalzium- Metafec- Effec- Escort® Transfast® Fugene

phosphat tene® tene® 6®
Zell-Linie
293 21 37 25 15 n.b. n.b.
293-T | 8595 68 n.b. n.b. n.b.
911 | 15 51 32 10 0 5
HelLa 1 5 5 2 1 0
Cos-7 5 15 6 2 n.b. n.b.
Cv-1 0 0 0 0 0
Caski 0 0 0 0 0
BHK-21 7 34 10 5 2 n.b.
BPHE-1 0 5 3 0 1 0

Tabelle 4-1: Ubersicht verschiedener Transfektionsreagenzien hinsichtlich ihrer Effizienzen im
Einsatz mit unterschiedlichen Zell-Linien. Die Zellen wurden jeweils mit dem selben Expressi-
onsplasmid transfiziert. n.d.: nicht bestimmt; gelb markierte Felder: die beiden besten Kombi-
nationen bezgl. Transfektionsmethode und Zell-Linie.

Die Evaluierung der verschiedenen Transfektionsmethoden zeigte, dass sich hin-
sichtlich ihrer Transfizierbarkeit 293T-Zellen auf der einen Seite und das Transfekti-
onsreagent Metafectene® auf der anderen Seite als am besten fur die Durchfihrung
der Expressionsanalysen geeignet waren.

Die in der Tabelle mit ,n.b.” bezeichneten Zuordnungen wurden nicht erhoben, wenn
beispielsweise eine sehr gute Transfizierbarkeit des jeweiligen Zelltyps durch eine

oder mehrere andere Transfektionsmethode(n) gewahrleistet wurde(n).

4.3 Herstellung von VLPs bzw. PVs

4.3.1 Prinzip der Herstellung von VLPs bzw. PVs

Die in diesem Kapitel beschriebene Herstellung von VLPs bzw. PVs basierte im we-
sentlichen auf der Kotransfektion mehrerer, einzeln vorliegender Expressionsplasmi-

de. Dabei kamen die in Tabelle 4-2 genannten Konstrukte zum Einsatz.
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Abktrzung des Plasmidbezeichnung Zweck

Plasmids

hL1 humanisiertes HPV16 L1 Bildet das Hauptkapsidpro-
tein

hL2 humanisiertes HPV16 L2 Bildet das Neben-

kapsidprotein

Target Verpackungsplasmid Exprimiert das Lac-Z-Gen,
beinhaltet die (verpa-
ckungsrelevante) UTR von

HPV16 sowie einen

SV40ori

T-AG grol3es T-Antigen des SV40 T-Antigenexpression

El HPV16 E1 Replikation des zu verpa-
ckenden Genoms

E2 HPV16 E2 Begunstigung der Replika-

tion und des Verpa-

ckungsprozesses

Tabelle 4-2: Ubersicht der zur Herstellung von VLPs kotransfizierten Expressionsplasmide

Fir die Elemente hL1 und hL2 aus Tabelle 4-2 bestand zudem die Mdglichkeit der
Verwendung verschiedener Plasmidvarianten (Kapitel 9). Das Hauptunterschei-
dungsmerkmal bestand darin, dass die Plasmidvarianten #955(hL1) und #956(hL1)
im Gegensatz zu den Plasmidvarianten #925(hL1) und #893(hL2) einen SV4Qori zur
autonomen Replikation in Zellen, die das grof3e T-Antigen des SV40 exprimieren,
besal3en. Aul3erdem wurde eine Plasmidvariante verwendet, die die beiden humani-
sierten Strukturgene — getrennt durch eine IRES (,internal ribosome entry site*) —
vereint aufwies (#917). Zur Generierung hoher Proteinausbeuten enthielten alle
Plasmide einerseits den starken viralen Promotor pCMV und andererseits das Intron
aus dem spaten Genombereich von SV40 (SD/SA). Die Intronsequenzen erhdhen
die Proteinexpression, in dem sie die hnRNA sehr effizient in den Prozessierungs-
weg leiten (Petitclerc, Attal et al. 1995). Alle diesbezulglichen Plasmidvarianten wur-
den freundlicherweise von Herrn PD Dr. Martin Muller, DKFZ Heidelberg, zur Verfu-

gung gestellt.
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4.3.2 Expression der VLP-Komponenten

Zu Beginn der ersten Produktionsexperimente wurden die Hauptelemente hL1, hL2
und Target den Vorgaben der Transfektionsmethoden entsprechend in nicht differen-
zierte 293T Zellen transient kotransfiziert, wobei die Expressionsplasmide in gleichen
Mengenverhéltnissen zueinander eingesetzt wurden (Abb. 4-3).

Abb. 4-3: Prinzip der Produktion Virus-ahnlicher Partikel (VLP). HPV16 Strukturgene werden
transient transfiziert, exprimiert und die partikularen Strukturen aus den Zellen extrahiert. Im
Anschluss kénnen die Partikel in unterschiedlichen Test-Verfahren analysiert werden.

Die Expression der kotransfizierten hL1- und hL2-Plasmide wurde mittels Immunfluo-
reszenz (3.1.21), ELISA (3.1.22) und Western Blot (3.1.25) analysiert. Die Expressi-
on des im Targetplasmid enthaltenen Lac-Z Gens wurde anhand eines -Gal Nach-
weistests beurteilt.

Die in Abb. 4-4 gezeigten Experimente ergaben, dass die Strukturproteine L1 und L2
nach Transfektion der humanisierten Expressionsplasmide fir L1 und L2 im Nukleus
nachgewiesen werden konnen (Abb. 4-4 A/B). Dabei lie3 sich beobachten, dass L1-
Proteine im Nukleus homogen verteilt sind, wahrenddessen die L2 Proteine in punkt-
artigen Unterdomanen des Zellkerns vorzufinden waren (Gornemann, Hofmann et al.
2002).
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Abb. 4-4: Nachweis von HPV16 L1 und L2 Proteinen nach Kotransfektion von 293T Zellen mit
humanisierten L1 und L2 Genen. Lokalisation von L1 durch den L1-spezifischen monoklonalen
Antikdérper Camvir (A) sowie L2 durch das L2-spezifische polyklonale Kaninchenserum #20 (B).
Nachweis des Targetplasmids durch fGal Test (Durchlichtmikroskopische Aufnahme) (C).
Konformationsspezifische Strukturen aus Uberstanden von Zellextrakten wurden mit Hilfe ei-
nes ELISA durchgefuhrt (D), in dem der monoklonale Antikérper 1.3 verwendet wird (UD: un-
verdunnte Probe; Positiv-Kontrolle: L1-VLPs aus Insektenzellen (3.2.10); Negativ-Kontrolle:
untransfizierte 293T Zellen).
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Die Ubertragung des Targetplasmids in tiber 80% aller Zellen konnte gezeigt werden
(Abb. 4-4 C), wobei aber noch keine Aussage daruber getroffen werden konnte, ob
es nach der Transfektion des Targetplasmids zu einer Verpackung desselben in
VLPs gekommen ist. Die grundsétzliche Frage, ob eine Bildung von konformati-
onsspezifischen (VLP-, oder PV-) Strukturen unter Verwendung von hL1, hL2 und
Targetplasmid mdglich ist, konnte mit Hilfe des ELISA-Tests beantwortet werden, in
dem konformationsspezifische Strukturen detektiert werden kénnen (Abb. 4-4 D).
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Abb. 4-5: Nachweis von HPV16 L1 und L2 Proteinen: Plasmide mit humanisierten L1- und L2-
Genen wurden mit unterschiedlichen Transfektionsverfahren in 293T Zellen transfiziert und
deren Zellextrakte anschlieBend mittels Western Blot analysiert. Kontrolle +: Extrakt von Insek-
ten-Zellen, die mit L1-rekombinantem Bakulovirus infiziert wurden. Kontrolle -: untransfizierte

293T Zellen, MF: Metafectene, KP: Kalziumphosphat.

Da der ELISA nur eine Aussage Uber den L1-Gehalt ermdglicht, wurden ferner Zell-
extrakte im Western Blot auf ihren L1- und L2- Gehalt hin Uberprift (Abb. 4-5). Es
konnte beobachtet werden, dass bei Proben unterschiedlicher Transfektionsmethodik
neben L1-Proteinen auch L2-Proteine nachgewiesen werden konnten. Eine Beurtei-
lung Uber die erfolgreiche Inkorporation der L2-Molekile in das hauptsachlich durch
L1 gebildete Virus ahnliche Partikel konnte in diesen Experimenten nicht getroffen
werden. Des Weiteren konnte in diesen Experimenten die in 4.2 beschriebene, ver-

gleichbare Transfektionseffizienz der Transfektionsmethoden Metafectene® und Kal-
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ziumphosphat durch die Prasenz von vergleichbaren Proteinmengen an L1 und L2
bestatigt werden. Um eine Aussage Uber die Assemblierungsfahigkeit der eingesetz-
ten Kapsid-Proteine unter Kotransfektion des Targetplasmids machen zu kdnnen,
wurden 293T Zellen mit hL1, hL2 sowie Target transfiziert. Von den Zellen wurden
ultradinne Schnitte angefertigt und dann im Elektronenmikroskop analysiert. Da L1
bei alleiniger Expression bereits dazu in der Lage ist, spontan VLPs zu bilden, konnte
in diesen Analysen keine Aussage dartuber gemacht werden , in wie weit die Kotrans-
fektion des L2 sowie des Targetplasmids zu einer erhdhten VLP-Synthese beigetra-
gen haben.

A 100nm

Abb. 4-6: VLP-Assemblierung. 293T Zellen wurden transient mit hL1, hL2 und Target kotransfi-
ziert. Ultradliinne Schnitte wurden gefarbt und im EM untersucht. ZY: Zytosol; ZK: Zellkern; KM:
Kernmembran

Aus Abb. 4-6 (A) ist ersichtlich, dass nach der Transfektion im Zellkern in situ Virus-
ahnliche Partikel nachweisbar sind. Diese sind aufgrund ihrer runden und dunkel ge-
farbten Struktur bei einer Grof3e von ca. 55nm zu erkennen.

AulRerdem konnte bei Praparationen, die kurz nach der Transfektion durchgefiihrt
worden waren, beobachtet werden, dass sich die assemblierten VLPs — nicht wie

erwartet — gleichmaRig im Zellkern verteilen, sondern sich moglicherweise zunachst
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an der Zellkernmembran ansammeln, und nur in geringen Mengen uber die Zell-

kernmembran hinweg nachweisbar sind (Abb. 4-6 B).

4.3.3 Replikationsnachweis des Targetplasmids

Um eine gute Verpackung von DNA in VLPs zu erzielen, muss die DNA in moglichst
grof3er Menge in der Zelle vorliegen.

Damit das Targetplasmid in 293T Zellen in hohen Mengen repliziert werden konnte,
wurde der SV40ori in den Plasmidkontext des Targetplasmids integriert. Es wurde
bereits in friheren Arbeiten nachgewiesen, dass Zellen, die das grof3e T Antigen des
SV40 exprimieren (z.B. 293T-Zellen), Plasmide mit SV40ori in sehr hohen Mengen
replizieren (Kim, Barbaro et al. 1999). Um die Replikation des Targetplasmids in
293T-Zellen nachzuweisen, wurde die extrachromosomal vorliegende Targetplasmid-

DNA nach Hirt (Hirt 1967) prapariert (3.1.17.2.1) und mittels Southern Blot Verfahren
(3.1.18) analysiert (Abb. 4-7).

Mur WP
Target +Target Kantrolle

==

= = =
=% = =%
= 2 _ g_ 8
T T T T T %
. OB £ 5 B
I I I I I I
9416bp — .
6557bp — -
4361hp — ;
232%hp —
2027hp —

Abb. 4-7: Das Targetplasmid wird nicht repliziert. Nur Target oder hL1, hL2 und Target oder
pBlueskriptll (Kontrolle) wurde(n) in 293T Zellen transient transfiziert. Nach Préparation episo-
maler DNA (nach Hirt) und anschlieBender Hindlll(/Dpnl) Restriktion erfolgt der Target-DNA
Nachweis im Southern Blot Verfahren mittels radioaktiv markierter, SV40-ori spezifischer DNA-

Sonde (3.1.18.2).
Um die Replikation des Targetplasmids nachzuweisen, wurden 293T Zellen einer-

seits nur mit dem Targetplasmid transfiziert (Abb. 4-7 ,Nur Target*). Ebenso wurde

andererseits mit der Probe verfahren, bei der neben dem Targetplasmid die Struktur-
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gene hL1 und hL2 transfiziert wurden (Abb. 4-7 ,VLP+Target*). Zur Klarung der Fra-
ge, in wie fern es im Southern Blot zu unspezifischen Bindungen kommt, wurde ein
Plasmid (pBlueskriptll KS; 2.1.1) verwendet, dessen Sequenz keine SV40ori-
Information besitzt und somit durch die eingesetzte, radioaktiv markierte Sonde nicht
erkannt werden konnte (Abb. 4-7 ,Kontrolle"). Wahrend die episomale DNA durch
Linearisierung (Hindlll) im Grél3enbereich von etwa 8kb zwar nachgewiesen werden
konnte und somit der realen Grol3e des Targetplasmids entsprach, liel3 sich nach
Dpnl-Restriktion nur vollstandig restringierte Targetplasmidfragmente im Bereich
zwischen 500 und 1000bp nachweisen. Ein Nachweis von nicht-methylierter, in den
transfizierten Zellen replizierter Targetplasmid-DNA konnte nicht erbracht werden.
Daraus war ersichtlich, dass das Targetplasmid weder unter Einzel- noch unter
Kotransfektionsbedingungen autonom repliziert. Dieses Ergebnis schien auf eine
Minderfunktion des im Targetplasmid enthaltenen SV40ori bzw. auf eine Fehlfunktion
des T-Antigens der verwendeten Zell-Linie hinzuweisen. Die Expression des T-
Antigens in den verwendeten Zell-Linien wurde daraufhin naher untersucht (siehe
4.5.2.2.2.3).

4.3.4 Gewinnung von VLPs durch Verwendung von rAAV

Da die Kotransfektion mehrerer Plasmide zu geringeren Transfektionseffizienzen und
somit — wie im vorliegenden Ansatz — zu geringen VLP-Ausbeuten fihren kann, wur-
de eine alternative Strategie entwickelt, mit deren Hilfe die VLP-Ausbeute trotz Ver-
wendung vieler Plasmide moglichst hoch ausfallen sollte.

Die Expressionsplasmide fir die Hullproteine (hL1 und hL2) sollten zunachst in Ade-
no-assoziierte Viren verpackt und diese folgend in eukaryotische Zellen transduziert
werden. Zusatzliche Plasmide (E1, E2 und Targetplasmid) sollten aul3erdem — wie
bereits beschrieben — durch Transfektion in die Zelle eingeschleust werden (Abb.
4-8).

Da Adenoviren als Helfervirus die Vermehrung von (r)AAV um ein Vielfaches ver-
starken kénnen (Lai, Lai et al. 2002), wurden die in den Infektionsexperimenten mit
rAAV infizierten Zellen noch zusatzlich mit dem Wildtyp von Ad-5 superinfiziert
(3.2.9).
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Abb. 4-8: Herstellung von VLPs mittels rAAV und Ad. Die kodonoptimierten L1 und L2-Gene
wurden getrennt in AAV-Partikel verpackt (=rAAV). Es folgte eine Transfektion des Targetplas-
mids (optional zzgl. E1 bzw. E2) bei gleichzeitiger Infektion der Zellen mit rAAV. Zur Verstar-
kung der AAV-Expression wurde mit Ad-5wt superinfiziert.

Bei der Herstellung der rAAV konnten genomische Titer der verpackten Plasmide
von 1*10'? (hL1) bzw. 1*10® (hL2) generiert werden. Der Titer der infektiosen Partikel
lag somit schatzungsweise bei Werten von 1*10° (hL1) bzw. 1*10° (hL2).

293T Zellen wurden mit verschiedenen M.O.l. (0,1; 1; 10) an rAAV infiziert und mit
Ad-5wt superinfiziert. Abb. 4-9 zeigt, dass durch diesen Produktionsansatz ebenfalls
VLPs generiert werden konnen. Es war festzustellen, dass der Einsatz von Ad-5wt
einerseits zu einer etwa vierfachen Ausbeutensteigerung im Vergleich zur alleinigen
Infektion mit rAAV fuhrte. Eine Untersuchung der Extrakte zuriick bleibender Zellen
ergab die Beobachtung, dass selbst nach erfolgter VLP-Préaparation in den zurlck
bleibenden Zellen noch immer zwischen 36% (Infektion mit Adenovirus) und 45%

(Infektion ohne Adenovirus) der VLP-Gesamtmenge vorhanden waren.
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Abb. 4-9: Vergleich an VLP-Ausbeuten nach rAAV Infektion mit/ohne Superinfektion von Ad-
5wt. Als Referenzwert ist die Menge erzielter VLPs aus Insektenzellen (3.2.10) angegeben. Ver-
glichen wird zwischen einer rAAV Infektion +/- Ad-5 Superinfektion sowie zwischen den Aus-
beuten im Endpraparat (,Lyse-Uberstand“) und den zuriick bleibenden Zellen (, Zellpellet rAAV
nach Lyse*).

Die diesbezgl. Verwendung von HelLa-Zellen bei vergleichbarem M.O.I. brachte eine
um etwa 65% schlechtere VLP-Ausbeute (Daten nicht gezeigt) als die in 293T Zellen
bestimmte.

Zusammenfassend konnte zu diesem Zeitpunkt festgestellt werden, dass sich die
Herstellung von VLPs mit Hilfe von rAAV und Ad zwar eignet (Steigerung der Aus-
beute/ml um Faktor 1,3 im Vergleich zur Referenz bzw. um Faktor 1,6 im Vergleich
zur bisherigen Ausbeute durch Transfektion), der dazu betriebene, hohe Herstel-
lungsaufwand und die damit verbundenen Kosten aber in keinem realistischen Zu-

sammenhang zu bringen sind.

4.3.5 Gewinnung von VLPs durch Verwendung von transienter Transfektion

Da das alternative Produktionssystem fr VLPs unter Verwendung von rAAV aus den
genannten Grunden (4.3.4) nicht weiterentwickelt wurde, sollte in den folgenden Ex-
perimenten analysiert werden, in wie fern eine Steigerung der VLP Ausbeuten durch

die Veranderung von bisher unbericksichtigten Transfektionsparametern moglich ist.
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4.3.5.1 Effizienzsteigerung durch Transfektion zusatzlicher Komponenten

Die Rolle der frihen Gene HPV16 E1 und E2 bei der Replikation des Virusgenoms
sowie bei der Steuerung des Verpackungsprozesses wird kontrovers diskutiert
(DiMaio and Settleman 1988; Ustav 1991; Unckell, Streeck et al. 1997; Stauffer, Raj
et al. 1998; Angeletti, Kim et al. 2002; Hartley and Alexander 2002; Hubert and
Laimins 2002; Kim and Lambert 2002). Es wurde nachgewiesen, dass E2 bei BPV1
zu einer verstarkten Verpackung von etwa 8kb groRen DNA-Plasmiden sowie einer
darauf folgenden Erhéhung der Pseudovirionen-Ausbeute fuhrt (Zhao, Hengst et al.
2000). Day et al. gehen ferner davon aus, dass E2 durch die Interaktion mit den
Kapsidproteinen L1 und L2 in nukledren Doméanen zu einer effizienteren Assemblie-
rung und Verpackung beitragt (Day, Roden et al. 1998). Eine verbesserte Pseudovi-
rionen-Ausbeute bei zusatzlichem Einsatz von E2 ist also denkbar.

Um mdogliche Effekte von E1 und E2 auf die Pseudovirionen-Ausbeute zu messen,
wurden in diesem Versuchsansatz zusatzlich zu den Basiskomponenten hL1, hL2
und Target entweder nur E1 alleine oder die Kombination aus E1 und E2 kotransfi-
ziert. Dabei wurden nicht humanisierte E1- und E2-Gene verwendet, die in getrennt
voneinander vorliegenden Expressionsplasmiden enthalten waren (#933, #935; siehe
Kapitel 9). Mit Hilfe des durchgefiihrten ELISA konnte jedoch nur eine Aussage dar-
Uber getroffen werden, ob die zusatzlichen Plasmide eine Zunahme an L1 konforma-
tionsspezifischen Bestandteilen bewirken oder nicht. Eine Differenzierung zwischen
leeren VLPs und verpackten Pseudovirionen war nicht moéglich. Aus Abb. 4-10 ist zu
erkennen, dass der alleinige Zusatz von E1 gegenlber der Kombination von E1 und
E2 einen geringen Vorteil hinsichtlich der zu messenden VLP-Ausbeute zu verschaf-
fen scheint. Betrachtet man jedoch diese Ausbeuten im Vergleich zu den VLP-
Ausbeuten, die durch Transfektion von hL1 und Target bzw. hL1, hL2 und Target
generiert wurden, so ist eine sehr grof3e Reduktion der VLP-Ausbeute festzustellen.
Diese Beobachtung lie3 es am wahrscheinlichsten erscheinen, dass die VLP-
Ausbeute bei zusatzlicher Verwendung von E1 und E2 auf die hohe Zahl der kotrans-
fizierten Plasmide und der damit verbundenen Effizienzsenkung zurtckzufihren war.
Ein Ruckschluss auf eine spezifische Wirkungsweise von E1 gegenulber der Kombi-
nation E1/E2 wurde deshalb ausgeschlossen. In den weiteren Experimenten wurde

auf die zusatzliche Verwendung von E1 bzw. E2 verzichtet.
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Abb. 4-10: Vergleich von VLP-Ausbeuten nach zusatzlicher Transfektion von HPV16 E1 bzw.
E2. Im ELISA wurden VLP-Ausbeuten in Abhéngigkeit unterschiedlich kotransfizierter Plasmide
(hL1/Target; hL1/hL2/Target; hL1/hL2/Target/E1,; hL1/hL2/Target/E1/E2) verglichen.
UTZ: untransfizierte Zellen.

Des Weiteren wurde versucht, hoch konzentrierte VLP-L6sungen durch die Zusam-
menfihrung von Zellen mehrerer Transfektionsanséatze herzustellen. Das Gesamtly-
sevolumen blieb in diesen Untersuchungen unverandert gegentber den vorigen An-
satzen, in denen die Zellen in insgesamt 600ul VLP-Extraktionspuffer pro Zellkultur-

schale aufgenommen wurden (3.1.20).

Hierbei musste allerdings festgestellt werden, dass bei der Verwendung einer 5-
fachen Zellmenge eine lediglich um 10-20% erhohte VLP-Ausbeute zu erzielen war
(Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Vergleich von VLP-Ausbeuten in Abhangigkeit unterschiedlich konzentrierter Prapa-
rationsansatze mittels ELISA. 293T Zellen wurden mit hL1, hL2 und dem Targetplasmid
kotransfiziert. Die Praparation von Zellen erfolgte sowohl aus einer Zellkulturschale in 600ul
VLP-Extraktionspuffer (,hL1/hL2/Target") als auch aus finf Zellkulturschalen in 600ul VLP-
Extraktionspuffer (,hL1/hL2/Target 5xkonz.").

4.3.5.2 Anderung von Parametern des Transfektionsprotokolls

In den bisherigen Experimenten erfolgte die Beendigung der Transfektion innerhalb
von 48h. Da aber nicht klar war, ob dies tatsachlich die optimale Zeitspanne zur Her-
stellung moglichst vieler VLPs ist, wurde in den folgenden Experimenten die VLP-
Ausbeute in Abhéngigkeit unterschiedlich langer Zeitspannen nach Transfektion un-
tersucht. Wie bereits geschildert (4.3.2) konnte mittels elektronenmikroskopischen
Aufnahmen beobachtet werden, dass eine kurzweilige Transfektionsinkubation még-
licherweise nur zu geringen intranuklear lokalisierten VLP-Mengen fuhrt, wahrend-
dessen eine Inkubation im Zeitrahmen von mehreren Tagen zu verbesserten Kon-
zentrationen an intranuklearen VLPs fuhren kénnte (Abb. 4-6).

Daher wurden im folgenden Experimente durchgefihrt, durch die Aussagen uber die
VLP-Ausbeuten nach 2, 4 sowie 6 Tagen nach Transfektion im ELISA getroffen wer-
den sollten (Abb. 4-12). AuRerdem wurde bei diesen Experimenten untersucht, ob
sich hinsichtlich der VLP-Ausbeuten die Verwendung bestimmter Expressionsvarian-
ten fir HPV16 hL1 bzw. hL2 anbieten wirde (4.3.1; Kapitel 9).
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Abb. 4-12: Bestimmung des optimalen Praparationszeitpunktes fiir VLPs nach Transfektion.
Vergleich der unterschiedlichen Zeitpunkte in Bezug auf die Ausbeute der Referenz sowie in
Bezug auf die verschiedenen Expressionsvarianten. In der Legende sind jeweils die verwende-
ten Expressionsplasmide aufgefiihrt (Kapitel 9). WM: Wachstumsmedium.

Wie aus der Abbildung zu entnehmen ist, erfolgte an Tag 6 nach Transfektion, unab-
hangig von der verwendeten Expressionsvariante, ein Ausbeutenmaximum. Auler-
dem konnte interessanter Weise beobachtet werden, dass VLPs nicht nur in den
Zellpraparaten enthalten waren, sondern dass sie ebenfalls im Wachstumsmedium
(hier beispielhaft an der ,6d-WM“-Probe gezeigt) nachweisbar sind. Wahrend der
Vergleich der Expressionsvarianten hinsichtlich ihrer VLP-Ausbeuten an den Tagen 2
und 4 nicht signifikant unterschiedlich war, konnten an Tag 6 deutlich erh6hte Men-
gen an VLPs bei den Expressionsvarianten #955/#956/Target sowie
#925/#893/Target gegentber der Expressionsvariante #917/Target beobachtet wer-
den. Da der Expressionsvariante #925/#893/Target die groldte VLP-Ausbeute zuzu-

schreiben war, wurde sie in den Folgeexperimenten als Standardvariante eingesetzt.

4.3.6 VLP Praparationsanalytik

Nachdem die Transfektionsbedingungen — wie zuvor beschrieben — festgelegt waren,
musste nachfolgend geklart werden, welche Zellaufschlussmethoden sich als geeig-
net erweisen, VLPs auf moéglichst schonende wie effiziente Weise zu praparieren.
Die Erhaltung der Funktionalitéat der assemblierten Strukturen durch eine schonende
Préaparation stand dabei im Vordergrund. Folgende Aufschlussmethoden wurden un-

tersucht:
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1. Apoptoseinduktion
2. Ultraschall-gestutzte Zell-Lyse
3. Frier/Tau-Lyse

4.3.6.1 Induktion von Apoptose in 293T Zellen

Die Apoptose ist ein aktiver Prozess, bei dem die Zelle nach Durchlauf eines ,pro-
grammierten“ Schemas stirbt. Die Apoptose kann zum Einen durch verschiedene
Weise ausgeldst werden und zum Anderen bei den betroffenen Zellen anhand mor-
phologischer Veranderungen identifiziert werden (Lewin 1998). Die Induktion von
Apoptose wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von Staurosporin durchgefiihrt, bei dem es
sich um ein mikrobielles Alkaloid (Indolcarbazol aus Streptomyces spp.) handelt. Es
induziert Apoptose, in dem es Proteinkinasen sehr stark inhibiert (Andersson,
Sjostrand et al. 2000; Yamasaki, Hama et al. 2003).

Zunachst musste bestimmt werden, ob und wie schnell Staurosporin in den verwen-
deten Mengen zum Absterben der 293T Zellen fihren wirde. Dazu wurde Apoptose
durch Inkubation von Staurosporin mit 293T Zellen gleicher Anzahl bzw. Wachs-
tumseigenschaften induziert (3.2.6). Daraufhin wurden die morphologischen Veran-
derungen der Zellen im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe im Durch-
lichtmikroskop analysiert (Daten nicht gezeigt). Dabei konnte festgestellt werden,
dass die Zellen bereits nach 4h begannen sich abzurunden, was ein Zeichen flr be-
ginnenden Zelltod darstellt (Mehmet 2003). Nach 6h waren bereits zwischen 60 und
70% der Zellen abgerundet und ein geringer Teil (10-20%) vom Boden der Gewebe-
kulturschale abgelost. Nach Apoptoseinduktion Gber Nacht befanden sich alle Zellen
in einem verkleinerten, abgerundeten Zustand und ein Anteil von tber 60% hatte sich
vom Boden der Gewebekulturschale geldst. Die Kontrollgruppe (ohne Staurosporin-
behandlung) zeigte selbst nach Gber Nacht-Inkubation keine nennenswerten morpho-
logischen Veranderungen (Daten nicht gezeigt). Die Zellpraparate der jeweiligen
Zeitintervalle wurden nach Transfektion mit den Strukturgenen L1 und L2 sowie dem
Targetplasmid mittels Sedimentationsanalyse im Saccharosegradienten naher cha-
rakterisiert (4.5.2.2.3).
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4.3.6.2 Ausbeutenvergleich von Kapsidproteinen nach unterschiedlichen Zellauf-

schlussverfahren

Wie aus Abb. 4-13 zu entnehmen ist, wurde der Anteil der freigesetzten hL1- und
hL2-Proteine in Abhangigkeit von der verwendeten Aufschlussmethode bestimmt, in
dem der Praparationsiberstand vorgeklarter Zellextrakte sowie die zuriickbleibende

zelluldre Fraktion im Western Blot-Verfahren untersucht wurden.

L1 L2
AP FT US AP FIT USs
1226 —
o — - SN

4ikD — bt ' ' ’

12260 —
8k —

4k —

Abb. 4-13: Nachweis von hL1 und hL2 in Uberstanden und Zellsedimenten nach Durchfiihrung
unterschiedlicher Aufschlussmethoden. Verglichen werden die Aufschlussmethoden Apoptose
(AP), Frieren/Tauen (F/T) und Ultraschall (US). Die Proteine hL1 und hL2 wurden in Praparati-
onsliberstanden (SN) sowie zurtickbleibenden Zellsedimenten (P) durch Western Blot nachge-
wiesen.

Dabei konnte beobachtet werden, dass durch Induktion von Apoptose bzw. des Ein-
satzes von Frier/Tau-Zyklen und Ultraschall mindestens 50% der Gesamtmenge an
Zielproteinen in Losung gebracht werden kénnen. Die klare Differenzierung zwischen
den im Zellsediment und im Praparationsiberstand zuriickgebliebenen Proteinen fiel
dabei durch sehr starke Signale der zellularen Probe schwer. Es scheint, dass die
Verwendung von Frier/Tau-Zyklen die Proteine am effektivsten aus dem Gesamtpra-
parat in Losung bringt, wenngleich ein bei der Praparation entstehender viskoser An-
teil zu hohen Proteinverlusten des Gesamtextraktes fuhrt. Der Einsatz der Apopto-
seinduktion sowie des Ultraschallaufschlusses ist hinsichtlich seiner Effektivitat, Pro-

teine in Losung zu bringen, als nahezu gleichwertig einzustufen.
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4.4 Infektionsexperimente mit vorgeklarten Zellextrakten

293T Zellen wurden mit hL1, hL2 und dem Targetplasmid kotransfiziert und mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Die daraus gewonnenen, vorgeklarten Zellextrakte wur-
den im Anschluss in Infektionsexperimenten bei verschiedenen Zell-Linien eingesetzt
(293, 293T, Cos, 911, HelLa, CV-1, BHK-21). Dabei stellte sich durch den positiven
Nachweis des im Targetplasmid enthaltenen Lac-Z-Gens heraus, dass es scheinbar
zu einer Transduktion des Targetplasmids durch VLPs gekommen ist. Selbst nach-
dem die Zellextrakte mit unterschiedlich hohen Nukleasekonzentrationen préainkubiert
worden waren, konnten blaue, Lac-Z positive Zellen nach Infektion beobachtet wer-
den (Abb. 4-14 A).

Danach wurden Spezifitatskontrollen durchgeftihrt, bei denen einerseits nur das Tar-
getplasmid und andererseits eine Kombination aus hL2 und Targetplasmid transfi-
ziert wurde. Beide dieser Kombinationen sind nicht in der Lage, spezifische Infektio-
nen zu vermitteln. Da es aber, wie aus Abb. 4-14 B/C zu erkennen ist, trotzdem zu
einer Blaufarbung der Zellen kam, wurde geschlossen, dass es sich bei der Ubertra-
gung des Targetplasmids nur um einen unspezifisch ablaufenden Prozess handelte.
Da die Funktionstiichtigkeit der DNase sichergestellt werden konnte, musste zur Er-
klarung dieser Beobachtung davon ausgegangen werden, dass freie Targetplasmid-
DNA entweder durch partikulare Aggregatbildung oder durch Einschluss in Zell-
debrisreste dem Zugriff der Nukleasen entzogen wurde und spéater aber in die zu infi-

zierenden Zellen aufgenommen und exprimiert werden konnte.
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Abb. 4-14: Infektion von 293T Zellen mit vorgeklarten Zellextrakten. Nach transienter Transfek-
tion von 293T Zellen mit hL1, hL2 und Target (A), nur Target (B) oder hL2 und Target (C) wur-
den Rohexktrakte hergestellt, die durch Zentrifugation geklart wurden. Nach erfolgter Nuklea-
senbehandlung unterschiedlicher Konzentration wurden die zu infizierenden Zellen mit den
vorgeklarten Zellextrakten inkubiert. Der Nachweis des (durch Infektion Gbertragenen) Repor-
tergens erfolgte mittels f-Gal Nachweistest. 10x: 10fache VergroRerung; 20x: 20fache Vergro-
Berung.
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4.4.1 Blockierung unspezifischer Infektionen durch Inkubation mit neutrali-

sierenden Antikorpern.

Die unter 4.3.6.2 geaul3erte Spekulation Gber die mdgliche Beteiligung von VLPs, die
Verpackungs-DNA an der Auf3enhille gebunden haben kdnnten und diese durch
Zusammenlagerung mehrerer VLPs fur die Nukleasen unzuganglich machen, warf
die Idee auf, die Nukleasen behandelten VLPs vor der Zugabe zu den Zellen mit
neutralisierenden Antikdrpern vorzuinkubieren. Fir den Fall, dass die unspezifisch
ubertragene DNA tatsachlich durch diesen Mechanismus in die Zellen gelangt, wur-
den die Infektionen durch diese Behandlungsweise keine unspezifischen Transdukti-
onen mehr erzielen kdnnen (Neutralisation durch Antikorper).

Die Blockierungsexperimente wurden wie beschrieben (3.1.28) erledigt, fihrten aller-
dings zu keiner Beeinflussung der Targetplasmidtransduktion.

4.5 VLP Sedimentationsanalyse mittels Dichtegradientenzentrifu-
gation

Die Beobachtungen vorangegangener Infektionsexperimente zeigten, dass die vor-
liegenden VLP-Praparate noch zu viele Kontaminanten enthielten, die nur unspezifi-
sche Transduktionen des Verpackungsplasmids hervorriefen. Dabei konnte nicht ge-
klart werden, ob es sich bei der unspezifisch transduzierten DNA um freie, evtl. in
Zelldebris eingeschlossene, DNA handelte oder ob es sich um an Partikel gebunde-
ne DNA handelte, die etwa durch Aggregierung der Partikel fiir die Nukleasen unzu-
ganglich war, und somit dennoch von der Zelle aufgenommen und exprimiert werden
konnte.

Um diese unspezifischen Ubertragungsvorgéange zu eliminieren, wurde daher eine
weitere Aufreinigung der geklarten Rohextrakte angestrebt. In friheren Arbeiten
konnte bereits anhand der Sedimentationsanalyse im Saccharosegradienten eine
erfolgreiche Aufreinigung von VLPs gezeigt werden (Biemelt, Sonnewald et al. 2003).
Andere Experimente, in denen assemblierte HPV16 hL1/E7-Fusionsproteine aufge-
reinigt wurden, zeigten, dass mit dieser Methode zudem eine Unterscheidung ver-
schiedener Assemblierungsstufen der Strukturproteine méglich ist (Leder 2003).

Die Auftrennung der Proteine in der Sedimentationsanalyse (3.1.27) hangt von deren
GrolRe, Masse und Form ab. Sie ergeben einen bestimmten Sedimentationskoeffi-
zienten, der die Lokalisation der jeweiligen Proteine nach einer bestimmten Zeit im

linearen Saccharosegradienten festlegt. Nach Durchfihrung der Sedimentationsana-
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lyse wird der Gradient in mehreren Fraktionen gesammelt, die dann verschiedenen
Analysen unterzogen werden konnen (ilF 3.1.21, ELISA 3.1.22, WB 3.1.25, RI
45.2.2, EM 3.3.2).

4.5.1 Vorversuche zur Analyse von VLPs mittels Dichtegradientenzentrifuga-

tion

4.5.1.1 Sedimentationsanalyse von VLPs aus Bakulovirus-infizierten Insektenzellen

Um eine Vorstellung tber die Verteilung L1-konformationsspezifischer Strukturen im
Saccharose-Dichtegradienten zu bekommen, wurden VLP-Praparationen aus Baku-
lovirus-infizierten Insektenzellen auf Saccharosegradienten aufgetragen, einem
Schwerefeld unterzogen und alle Fraktionen im ELISA auf deren L1-Gehalt hin un-
tersucht.

Zu Beginn dieser Experimente wurden zwischen 30 und 40ug der VLPs fir 2h bei
4°C gegen PBS-Puffer dialysiert und darauf mit 10mM DTT sowie 1mM EDTA uber
Nacht bei 4°C inkubiert. In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich DTT
reduzierend auf interkapsomere Disulfidbriicken auswirkt (Sapp, Volpers et al. 1995;
Paintsil, Muller et al. 1998) und somit einen Zerfall der partikularen Strukturen in ein-
zelne Kapsomere bewirkt. Die Konzentration des DTT wurde in diesen Experimenten
so gewahlt, dass die Reduktion der Partikel nicht vollstandig erfolgte und somit ne-
ben intakten Partikeln auch Kapsomere nachgewiesen werden konnten.

Abb. 4-15 kann entnommen werden, dass sich das Sedimentationsprofil in 3 Grup-
pen einteilen liel3. Sie waren in den Bereichen zwischen Fraktion 4 und 5, 13 sowie
16 mit einer Maximalverschiebung von einer Fraktion reproduzierbar und wurden im
Elektronenmikroskop hinsichtlich der Existenz von partikularen Strukturen analysiert.
Das Ergebnis dieser Untersuchungen zeigte, dass den Fraktionen 4 und 5 VLP-
Strukturen, der Fraktion 16 Kapsomere und der Fraktion 13 eine zwischenstufenarti-

ger Gruppe, so genannte Intermediate, zuzuordnen waren.
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Abb. 4-15: Sedimentationsprofil von L1 in der Dichtezentrifugationsanalyse im Saccharosegra-
dienten. Die Bestimmung des Sedimentationsprofils erfolgte mittels ELISA. V: VLP-haltige
Fraktionen; I: Intermediate; K: Kapsomer-haltige Fraktionen.

4.5.1.2 Analyse von Sedimentationsmarkern

Damit eine Einschatzung tber den fur HPV16 VLPs geltenden Sedimentationskoeffi-
zienten getroffen werden konnte, wurden entsprechende Sedimentationsanalysen
mit Proteinen durchgefihrt, bei denen der Koeffizient schon bekannt war. Als Sedi-
mentationsmarker wurden Katalase (11S), Thyroglobulin (20S) sowie leere Kapside
des AAV Typ 2 (60S) verwendet. Die Lage der Katalase sowie des Thyroglobulins im
Gradienten konnte bestimmt werden, in dem die einzelnen Fraktionen des Saccharo-
segradienten auf einem SDS-Polyacrylamid Gel (3.1.24) elektrophoretisch getrennt
und nach Coomassie Farbung analysiert wurden. Die diesbeziigliche Einordnung der
leeren AAV-Kapside erfolgte mittels Western Blot (beispielhaft in Abb. 4-16 gezeigt).

In diesen Experimenten, bei denen Gradienten mit 5-50% Saccharose zum Einsatz
kamen, wurde festgestellt, dass die Katalase im Bereich der Fraktionen 15-17, das
Thyroglobulin zwischen den Fraktionen 13-14 und die leeren AAV-Kapside in den
Fraktionen 7-9 sedimentieren. Daraus konnte geschlossen werden, dass sich der

Kapsomerpeak einem Sedimentationskoeffizienten zwischen 10 und 20S und der
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Intermediatenpeak zwischen 20 und 30S zuordnen lie3. Der Sedimentationskoeffi-
zient fir den VLP-Peak kann schéatzungsweise bei 120-140S eingeordnet werden.
Die Literaturrecherche vergleichbarer Experimente ergab Sedimentationskoeffizien-
ten von 150S fur HPV11 VLPs (McCarthy, White et al. 1998), 140S fur COPV (Yuan,
Estes et al. 2001), 120-140S fir aus hL1/E7 bestehende HPV16 VLPs (Leder, Klein-
schmidt et al. 2001) sowie 11-14S fur COPV-Kapsomere (Yuan, Estes et al. 2001),

die diese Interpretation untermauerten.

A
Fraktion: 151617
12260 — |4e
79k0 — |
w ¢/| +—— Hatalaze
17k — (b
I3IkD — |
24kD — |
206D — |w
B
Fraktion: .7839 .
12260 —
R — t— AAVZ VP
790 — % & +—— AAVZ VP2
PNE® - +— AAVZ.YP]
476D —
/D —
29kD —
206D —

Abb. 4-16: SDS-PAGE zur Analyse von Sedimentationsmarkern. Katalase sedimentiert in den
Fraktionen 15-17 (A) und leere Kapside des AAV Typ 2 in den Fraktionen 7-9 (B). Die Detektion
der AAV Hillproteine erfolgte durch einen fir die Hullproteine (VP1, VP2 und VP3) spezifischen
Antikorper B1 (2.1.2).

4.5.1.3 Analyse von Fraktionen aus Saccharosegradienten im Elektronenmikroskop

Zu Beginn der Sedimentationsanalyse war nicht klar, in wie fern sie zur Reinigung
des eingesetzten Zellextraktes beitragen und somit vorhandenes (zellulares) Materi-
al, das moglicherweise unspezifische Transduktionen des Targetplasmids hervorruft,
eliminieren wirde.

Deshalb wurden die Uberstande der Zellpraparationen vor und nach den Saccharo-

segradienten mittels EM charakterisiert (Abb. 4-17). Dabei konnte beobachtet wer-
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den, dass in den vorgeklarten Zellextrakten neben erwartungsgemaf grol3en VLPs
(ca. 55nm) kleinere und groR3ere, VLP-ahnliche Aggregate vorhanden waren (Abb.
4-17 A). AulBerdem liel3en sich trotz Vorklarung immer noch Reste von Zelldebris
beobachten. Nach erfolgter Saccharoseaufreinigung konnten die aggregierten Zu-
stande kaum noch und die Zelldebrisreste gar nicht mehr in den VLP-Fraktionen

nachgewiesen werden (Abb. 4-17 B).

"

&

Abb. 4-17: Nachweis von VLPs in vorgeklarten und saccharosegereinigten Zellextrakten. 293T
Zellen wurden transient mit hL1, hL2 und Target transfiziert, darauf prapariert und das Zellex-
trakt vorgeklart. Der daraus resultierende Uberstand wurde nach Negativfarbung mittels EM
untersucht (A) oder auf einen Saccharosegradienten verbracht. Aus den VLP-Fraktionen nach
Sedimentation wurden Aliquots entnommen, dialysiert und im EM mittels Negativfarbung ana-
lysiert (B). GréRenmarker = 100nm.

Dass in den vorgeklarten Zellextrakten immer noch Zelldebris nachweisbar war, be-
kraftigte die zuvor getroffene Annahme Uber mdglicherweise existentes, nicht-
partikulares oder partikel-assoziiertes Material, das eine Rolle bei unspezifischen

Transduktionen spielen kdnnte. Die Untersuchung der VLP-haltigen Fraktionen zeig-
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te, dass Zelldebris nach erfolgter Dichtezentrifugation im Saccharosegradienten von

den VLP-Sedimentationsbereichen getrennt werden kann.

4.5.2 Hauptversuche zur Analyse von VLPs mittels Dichtegradienten-

zentrifugation
4.5.2.1 Sedimentationsanalyse von VLPs aus 293T Zellen

4.5.2.1.1 Produktion von VLPs unter Verwendung von hL1, hL2 und Target

Zu Beginn der folgenden Versuchsreihe wurden VLPs analysiert, die in 293T Zellen
generiert und mittels Ultraschall extrahiert wurden. Sie bestanden aus den Basisele-
menten hL1, hL2 und Target, was durch ELISA, WB und f-Gal-Test bestétigt werden
konnte. Es wurde neben den bereits in den Vorversuchen erzielten Zuordnungsgrup-
pen (VLP, Intermediate, Kapsomere) ein zuséatzlicher Peak im Bereich der Fraktionen
2-3 beobachtet (Abb. 4-18). Sedimentationsversuche mit VLPs, die in 293T Zellen
durch alleinige Transfektion von hL1 und hL2 (ohne Targetplasmid) durchgefuhrt
wurden, zeigten keine derartig dem VLP-Peak vorgelagerte Proteingruppe (personli-
che Mitteilung Dr.Leder, DKFZ Heidelberg).

Es wurde vermutet, dass es sich bei diesem Peak, der in seiner Signalstarke stets
10-30% unterhalb des VLP-Peaks lag, um VLPs handelte, die verpackte DNA ent-
hielten. Es wurde vermutet, dass es sich dabei um den Bereich handeln konnte, in
dem Pseudovirionen (PV) im Saccharosegradienten sedimentieren. Elektronenmik-
roskopische Untersuchungen zur Unterscheidung der ersten beiden Peakgruppen
(PV versus VLP) fiuihrten zu keinen eindeutigen Ergebnissen (4.5.1.3). Eine den Pe-
aks Uberwiegend entsprechende Verteilung von hL1 und hL2 konnte im Western Blot
bestatigt werden (Abb. 4-18 B).
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Abb. 4-18: HPV16 Sedimentationsanalyse mit Basiselementen hL1, hL2 und Target. (A) Auf-
trennung in Fraktionsgruppen 2-3 (PV), 4-6 (VLP), 13-14 (Intermediate) und 15-16 (Kapsomere).
Analyse erfolgte mittels ELISA. P: PV, V: VLP, I: Intermediate, K: Kapsomere. (B) Nachweis der

Strukturproteine L1 und L2 durch Western Blot Analyse.

4.5.2.1.2 Infektionsexperimente mit Saccharosegradienten-Fraktionen

Fraktionen von Saccharosegradienten wurden wie beschrieben (3.2.11) dialysiert

und nach Nukleasenbehandlung mit eukaryotischen Zellen zur Infektion inkubiert.

Wie beispielhaft aus Abb. 4-19 zu ersehen ist, konnte mit den bisher generierten

Saccharosegradienten-Fraktionen keine erfolgreiche Ubertragung

und messbare

Expression des Verpackungsplasmids erzielt werden.
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Abb. 4-19: Infektion von 293T Zellen mit Fraktionen von Saccharosegradienten. Dem Infekti-
onsprotokoll entsprechend (3.2.11) wurden die Fraktionen 2-6 aus Abb. 4-18 hinsichtlich Ihrer
Infektionseigenschaft analysiert. Der Nachweis des Verpackungsplasmides erfolgte tiber einen
BGal Nachweistest, der jedoch negativ ausfiel.

4.5.2.2 Optimierung von Sedimentationsprofilen (Veranderung von Versuchspara-
metern)

4.5.2.2.1 Sedimentationsparameter

Wie bereits gezeigt, war in den ersten Experimenten der VLP-Sedimentationsanalyse
im Saccharosegradienten zu beobachten, dass die VLP- bzw. PV-Fraktionen direkt
hintereinander sowie gleich zu Beginn des Gradienten eluierten. Dabei konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass noch weitere Peaks vor diesen beiden Fraktionsgrup-
pen eluieren kdnnten. Diese, theoretisch noch schwereren Partikel, hatten aber auf-
grund der bisher verwendeten Prozentigkeitsspanne bzw. der Zentrifugationsdauer
von 3h nicht nachgewiesen werden konnen. So hétten die tatséchlich infektiosen
Partikel in dem bisher verwendeten Zeitfenster bereits bis auf den Boden des Gra-
dienten sedimentieren konnen. Daher wurden in Folgeexperimenten sowohl der Pro-
zentigkeitsbereich als auch die Zeitspanne der Zentrifugation der Saccharosegra-
dienten variiert (Abb. 4-20).
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Das Ergebnis dieser Experimente war, dass die Gradienten nach 0,5h etwa 40% der
Gesamtlaufstrecke zuriickgelegt hatten, wobei die entstandenen Peaks im Bereich
der Fraktionen 9-14 nur schwach differenzierbar waren. Die Lage der unterschiedli-
chen Peaks (PV, VLP, I, K) wurde schatzungsweise zugeordnet (Abb. 4-20 A). Die
Verlangerung der Zentrifugationsperiode auf 1h flhrte zu einer um 2 Fraktionen in
Richtung Gradientenboden verschobenen Sedimentationskurve, in der sich nun der
hypothetische PV- vom angenommenen VLP-Peak zu unterscheiden begann. Ein
dem PV-Peak vorgelagerter Peak konnte nicht identifiziert werden (Abb. 4-20 B). Ei-
ne Differenzierung der beiden hinteren Peaks war zu diesem Zeitpunkt noch nicht
madglich. Nach 1,5-stiindiger Zentrifugation konnten alle 4 Peaks identifiziert werden,
wobei jeder Peak fur sich in relativ gleichmalRligen Abstand zueinander lag (Abb. 4-20
C). Nach einer Gesamtzentrifugationsperiode von 3h war zu beobachten, dass sich
der VLP-Peak dem PV-Peak noch um 2 Fraktionen angenahert hat, wahrenddessen

die Lage der restlichen Proteingruppen uberwiegend unveréandert blieb (Abb. 4-20

D).
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Abb. 4-20: Einfluss der Zentrifugationsdauer und des Prozentigkeitsbereiches auf Sedimentati-
onsprofile von Strukturproteinen im Saccharosegradienten. Die mit Ultraschall aufgeschlosse-
nen Zellpraparationen wurden auf einen Saccharosegradienten (5-60%) Uberfihrt und fir 0,5h,
1, 1,5h und 3h bei 230.000g zentrifugiert. Die Bestimmung der Sedimentationsprofile erfolgte
mittels ELISA. P: Pseudovirionen, V: Virus-dhnliche Partikel, I: Intermediate, K: Kapsomere.
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Insgesamt war bei Verwendung eines um 10% konzentrierteren Saccharosegradien-
ten eine durchschnittliche Stauchung der Proteinpositionen im Gradient von 1-2 Frak-
tionen zu beobachten.

4.5.2.2.2 Transfektionsparameter

Nachdem die Existenz weiterer Assemblierungs-Gruppen durch die bisherigen Ande-
rungen der Sedimentationsparameter ausgeschlossen werden konnte, wurde ver-
sucht, durch weitere Feinabstimmungen der Transfektionsparameter eine Erh6hung

der VLP- bzw. hypothetischen PV-Ausbeute herbei zu fluhren.

45.2.2.2.1 Anderung des Transfektionsmengen-Verhaltnisses zwischen Tar-
getplasmid und Strukturplasmiden

Grund dieses Anderungsansatzes war die Vermutung, dass ein Uberschuss an
transfizierten Targetplasmid evtl. die Verpackungs- bzw. Assemblierungseffizienz der
humanisierten Strukturproteine negativ beeinflussen kdonnte. Daher wurden im Fol-
genden Experimente durchgefiihrt, in denen verschiedene Verhéltnisse transfizierter
hL1-, hL2- und Targetplasmidmengen im Hinblick auf messbare Effekte im Sedimen-
tationsprofil nach Saccharosegradientenzentrifugation verglichen wurden. Die ver-

wendeten Verhaltnisse kdnnen Tabelle 4-3 entnommen werden.

Lfd.- Mengen-Verhéltnisse Tatsachlich transfizierte Plasmidmengen [ug]
Nr. (hL1:hL2:Targetplasmid) (hL1:hL2:Targetplasmid)

1. 1:1:1 6:6:6

2. 1:1:0,5 6:6:3

3. 1:1:0,25 6:6:1,5

4. 1:1:0,13 6:6:0,78

5. 1:1:0,07 6:6:0,42

Tabelle 4-3: Plasmid-Verhaltnisse bei Transfektionen.
Die neu angefertigten Sedimentationsprofile zeigten, dass die Verwendung des unter
Punkt 2 in Tabelle 4-3 genannten Plasmidverhéltnisses zu einer verbesserten PV-

Ausbeute flhrten (Daten nicht gezeigt).

4.5.2.2.2.2 Verringerung des Verhaltnisses von hL1 zu hL2

Wie in Kapitel 1.2.5 (S.16) bereits beschrieben, flihrte die Humanisierung zu einer
Uberwindung der posttranskriptionellen Regulierung. Bei der Expression nicht-

optimierter HPV Strukturgene kann aber beobachtet werden, dass L2 im Gegensatz
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zu L1 von mehreren posttranskriptionell regulatorischen Bereichen beeinflusst wird
(Schwartz 2000). Daraus resultiert eine Minderexpression und somit -produktion von
L2, die in Anbetracht der Tatsache, dass L2 in Bezug auf L1 nur zu 1/30 in das Vi-
ruskapsid inkorporiert wird, sinnvoll erscheint. Da die transfizierten Plasmide jedoch
keiner solchen posttranskriptionellen Kontrolle unterliegen, kdénnte es zu inhibitori-
schen Effekten des L2 bei der Kapsidassemblierung bzw. DNA-Verpackung kom-
men. Die Beobachtung, dass die Gesamtproteinausbeute nach zuséatzlicher Trans-
fektion von hL2 stets erheblich sank, verstarkte die Annahme dieser Hypothese. Um
dieser Méglichkeit auf den Grund zu gehen, wurden in Folgeexperimenten die trans-
fizierten Plasmidmengenverhaltnisse der humanisierten Strukturgene variiert.

Dabei wurden zwischen 25-50% der bisher eingesetzten Plasmidmenge an hL2 ver-
wendet. Die Auswirkungen dieser Veranderungen wurden durch ELISA-Messung der
resultierenden Saccharosegradienten-Fraktionen bestimmt (Abb. 4-21). Aus der Ab-
bildung ist ersichtlich, dass die Amplitude des Sedimentationsprofils bei vergleichba-
rer Inkubationsdauer im ELISA grundsatzlich sehr viel starker ausfallt als zuvor (vgl.
Extinktionswerte der vorherigen Sedimentationsprofile). Wahrend eine deutliche Er-
hoéhung der VLP-Extinktionswerte bei einer 50%-igen Reduktion der transfizierten
hL2-Ausgangsmenge messbar ist, kann keine weitere Verbesserung mehr durch ei-
ne weitere Reduktion von 25% des hL2 Materials beobachtet werden. Aulerdem
konnte beobachtet werden, dass es neben der Ausbildung der bisher beobachteten
Proteingruppen (PV-, VLP-, I- und K-Peaks) zu einer nur geringfiigig verminderten
Signalstarke des hypothetischen PV-Peaks gegeniber dem VLP-Peak kam. Die
Western Blot Analyse bestétigte, dass das hL2 zum Uberwiegenden Teil in den vor-
deren Fraktionen lokalisiert ist.

Zusammengenommen konnten diese Beobachtungen ein Beleg der Vermutung sein,
dass es bei vermindertem Einsatz von hL2, durch den Wegfall inhibitorischen Poten-
tials, zu einer hdheren Ausbeute von VLPs kommt. Eine exakte Quantifizierung kénn-
te in der Weiterentwicklung dieser Hypothese naheren Aufschluss bringen.

Die so gewonnen PV- und VLP-Fraktionen konnten in den anschlieRenden Infekti-

onsexperimenten jedoch keine Ubertragung des Verpackungsplasmides bewirken.
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Abb. 4-21: Einfluss von unterschiedlichen hL2-Mengen auf Assemblierungsverhalten von
Strukturproteinen. Unterschiedliche Mengen an hL2 wurden mit gleich bleibenden Mengen an
hL1 und Target transfiziert, prapariert und im Saccharosegradienten analysiert. Der Nachweis
der Strukturproteine erfolgte mittels ELISA. Nachweis der hL1 und hL2 Proteine via Western
Blot Analyse. Verwendung von 50% (A) bzw. 25% (B) der standardmafligen hL2-Menge. Pfeile
indizieren die Lage der Sedimentationsmarker (4.5.1.2).

92



Ergebnisse

4.5.2.2.2.3 Zusatzliche Transfektion des groRen SV-40 T-Ag

Erfahrungen von Kooperationspartnern hatten in friheren Experimenten gezeigt,
dass das intrazellulare T-Antigen von 293T Zellen eine begrenzte Funktionstiichtig-
keit aufweisen kann (Buck, Pastrana et al. 2004). Ein weiterer Hinweis fur ein nicht
funktionstichtiges T-AG ergab die unter 4.3.3 beschriebene Beobachtung, dass das
transfizierte Targetplasmid in 293T-Zellen nicht repliziert wird. Unter der Vorausset-
zung, dass die Existenz von spezifischen Verpackungsplasmiden zu einer erhéhten
Kapsidbildung und DNA-Verpackung fihren kann (Zhao, Hengst et al. 2000), entwi-
ckelte sich die Theorie, dass eine Erhdhung des hypothetischen PV-Anteils im Sac-
charosegradienten maglicherweise durch eine verstarkte T-AG-Expression erzielt

werden kénnte.

4.5.2.2.2.3.1 Nachweis von intrazellularem T-Antigen (T-AQ)

Zunachst wurde untersucht, in wie fern das T-Ag in den dieser Arbeit zugrunde lie-
genden Zell-Linien exprimiert wurde. Der Nachweis erfolgte dabei mittels Immunfluo-
reszenz, in der ein fur das grol3e T-Ag spezifischer, monoklonaler Antikdrper ver-
wendet wurde (2.1.2). Die in Abb. 4-22 dargestellten, indirekten Immunfluroeszenzen
zeigten, dass das T-Ag in den Zell-Linien 293T, Cos-7 und 293TT in weitgehend ver-
gleichbarer Weise exprimiert wird (Abb. 4-22 B/C). Im Gegensatz dazu konnte bei
293 Zellen, die das T-Ag nicht exprimieren, kein Fluoreszenz-Signal beobachtet wer-
den (Abb. 4-22 A). Ausgehend von dieser Versuchsreihe musste festgestellt werden,
das die nicht nachweisbare Replikation des Targetplasmids nicht durch fehlende T-

Antigen-Expression begrindet ist.
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203TT P§

Abb. 4-22: Nachweis von intrazellularem T-Antigen (T-Ag) durch indirekte Immunfluoreszenz.
293-, 293T-, Cos-7 sowie 293TT-Zellen wurden mit einem Cy-3-markierten monoklonalen Mau-
santikdrper inkubiert, der gegen das T-Ag gerichtet ist. Der Nachweis erfolgte im konfokalen
Laserscan-Mikroskop (A, B, C). P: Phasenkontrastaufnahme

4.5.2.2.2.3.2 Einfluss von zusatzlichem T-AG auf das Sedimentationsprofil von

VLPs/PVs nach Saccharosegradient

Zwar konnte beobachtet werden, dass in 293T bzw. Cos-7 Zellen intrazellulares T-Ag
exprimiert wird, es konnte jedoch keine Aussage lber dessen Funktionalitat getroffen
werden. Auf3erdem war nicht bekannt, in wie fern zusatzlich transfiziertes T-Ag zu
einer Erh6hung von Targetplasmidmaterial in der Zelle fihren und sich dadurch auf
die Partikelgruppen-Charakteristik der Sedimentationsprofile im Saccharosegradien-
ten indirekt auswirken konnte. Daher wurden im Folgenden Experimente durchge-
fuhrt, bei denen ein fur das T-Ag kodierendes Expressionsplasmid (Kapitel 9) zu den
bestehenden Basiselementen hinzutransfiziert wurde. Diesbezugliche Transfektion-
sexperimente wurden in 293-, 293T- sowie Cos-7-Zellen durchgefihrt und die weite-

re Analyse erfolgte im ELISA aus Fraktionen von Saccharosegradienten.
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten einerseits, dass eine Produktion der
hypothetischen PVs bzw. VLPs in Kombination mit der Anwendung der Sedimentati-
onsanalyse mittels Saccharosegradienten in Cos-7 bzw. 293 Zellen nicht oder nur
schlecht moglich ist (Abb. 4-23).
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Abb. 4-23: Nachweis von Partikelgruppierungen nach Saccharosegradienten-Sedimentation in
293 und Cos-7 Zellen nicht mdglich. 293 bzw. Cos-7 Zellen wurden mit hL1, hL2 und Target
transfiziert und der vorgeklarte Zellextrakt im Saccharosegradienten aufgereinigt. Bei beiden
Zell-Linien entstehen unabhéngig von der Verwendung von zusétzlich transfiziertem T-Antigen
keine L1-konformationsspezifischen Strukturen.

Andererseits fuhrte die Verwendung von zusatzlich transfiziertem T-Ag in 293T Zel-
len zu keinen verbesserten Signalen im Sedimentationsprofil der Gradienten (Abb.

4-24).
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Abb. 4-24: Kein Effekt durch zusétzlich transfiziertes T-Antigen (T-Ag) auf Partikelgruppierun-
gen nach Saccharosegradienten-Sedimentation. 293T Zellen wurden mit hL1, hL2 und Tar-
getplasmid transfiziert und der vorgeklarte Zellextrakt im Saccharosegradienten aufgereinigt.
(A): Zusatzliche Transfektion von T-Ag; (B): keine zusatzliche Transfektion von T-Ag. Der
Nachweis von L1 konformationsspezifischen Material erfolgte mittels ELISA.

In diesem Zusammenhang kann es dennoch sein, dass sich der Effekt, der durch die
Transfektion des T-Ag ergibt, nicht im Assemblierungsverhalten der humanisierten

Proteine niederschlagt und somit im ELISA nicht bestimmbar ist.
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4.5.2.2.2.4 Verwendung eines alternativen Verpackungsplasmids

Da nicht genau bekannt war, in wie fern sich die Grol3e des zu verpackenden Plas-
mids auf die Effizienz der Verpackung bzw. die Ausbeute infektioser Partikel auswir-
ken kann, wurden Parallelexperimente mit einem Plasmid durchgefihrt, dessen Gro-
Be um 1kb verkleinert war (Gewinnung durch Pstl-Restriktion und anschlie3ende

Rezirkularisierung des Targetplasmids; Abb. 4-25).
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Abb. 4-25: Einfluss von verkleinertem Targetplasmid auf Partikelgruppierung nach Saccharo-
segradienten-Sedimentation. 293T Zellen wurden mit hL1, hL2 und einem modifizierten Tar-
getplasmid transfiziert und der vorgeklarte Zellextrakt im Saccharosegradienten aufgereinigt.
Der Nachweis von L1 konformationsspezifischen Material erfolgte mittels ELISA. 104mod:
6,9kb groRRes Targetplasmid (siehe Text).

Zum Einen konnte aufgrund der vorgenommenen Verkleinerung des Targetplasmids
der hypothetische PV-Peak fast nicht mehr vom VLP-Peak unterschieden werden
und zum Anderen konnten keine Auswirkungen hinsichtlich der Gesamtproteinaus-

beute im Sedimentationsprofil festgestellt werden.

4.5.2.2.3 VLP-Ausbeutenabhangigkeit von Praparationstechniken

Im Folgenden wurde untersucht, in wie fern sich die Durchfihrung alternativer Auf-
schlussmethoden auf die VLP- bzw. PV-Gesamtausbeute nach Sedimentationsana-
lyse auswirkt. Dabei sollte geklart werden, welches Aufschlussverfahren im Vergleich
zum Ultraschall gestutzten Zellaufschluss am besten zur Herstellung Saccharose
gereinigter VLPs bzw. PVs geeignet ist. Die diesbezlgliche Beurteilung erfolgte mit
Hilfe der ELISA-Technik (3.1.22).
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4.5.2.2.3.1 Herstellung von Pseudovirionen: Einfluss der Apoptoseinduktion auf das

Sedimentationsprofil von VLPs/PVs nach Saccharosegradient

Wie in 4.3.6.1 geschildert, wurden Zellpraparationen hergestellt, die mit Staurosporin
fur unterschiedlich lange Zeit inkubiert worden waren. Essentieller Bestandteil des
apoptotischen Niedergangs der Zelle ist der Einschluss von Zellmaterial in so ge-
nannte ,apoptotic bodies" (AB). Um die vermutlich in AB eingeschlossenen VLPs
bzw. hypothetischen PVs freizusetzen, wurden die apoptotischen Zellen wahrend der
Praparation 2s mit Ultraschall (Intensitats-Stufe 3) beschallt, vorgeklart (3.1.20.1) und
danach wie gewohnt auf den Saccharosegradienten verbracht (3.1.27) .

Die Zellpraparate, die die in Abb. 4-26 abgebildeten Sedimentationsprofile ergaben,
wurden beim Aufschluss nach 4h-, 6h-, und U/N-Inkubation mit Staurosporin aus je
einer Gewebekulturschale im Doppelansatz hergestellt und dem Protokoll entspre-
chend im Saccharosegradienten analysiert. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass
bei 4-stindiger Apoptoseinduktion anstelle der erwarteten 4 nur 1 Peak mit einer
deutlichen Verschiebung (Maximum in Fraktionsbereich 6-9) zur Gradientenmitte hin
nachweisbar war (,Mittelpeak”). Weiterhin konnte beobachtet werden, dass eine ver-
langerte Apoptoseinduktion von 4h auf 6h neben einer geringfligigen Herausbildung
der VLP- und hypothetischen PV-Signalen zu einer leichten Verringerung des ,Mit-
telpeaks” fuhrte. Bei den Induktionen Uber 6h bzw. U/N konnte neben dem ,Mittel-
peak” in den Fraktionsbereichen 6-9 ein kleinerer Peak in den Fraktionen 5 (6h) bzw.
3 (U/N) beobachtet werden. Unter der Annahme, dass sich die (hypothetisch) schwe-
rere PV-Fraktion vor der leichteren VLP-Fraktion vom ,Mittelpeak” |6sen kann, wurde
angenommen, dass es sich hierbei mdglicherweise um die Zielpeaks mit den PVs
handelte. Weiterhin lie3 sich beim Sedimentationsprofil der Apoptoseinduktion G/N
gegeniber dem der 6-stindigen Induktion eine deutliche Verringerung des ,Mittel-
peaks" beobachten.

Es wurde daruber spekuliert, dass es sich bei dem grof3en Mittelpeak um nicht von-

einander getrenntes — evtl. noch in AB vorliegendes — Material handelte.
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Abb. 4-26: Veranderung des Sedimentationsprofils von Zellextrakten im Saccharosegradienten
(5-60%) in Abhéangigkeit von unterschiedlich langer Apoptoseinduktion. Zellen einer 10cm Ge-
webekulturschale wurden nach Apoptoseinduktion von 4h (A), 6h (B) oder nach u/N (C) prapa-
riert, 2s mit Ultraschall beschallt und nach Vorklarung des Zellexktraktes auf einen Saccharo-
segradienten aufgetragen. Die Fraktionen wurden im ELISA vermessen. Pfeile indizieren die
Lage der Sedimentationsmarker (4.5.1.2).

Daher wurden in Wiederholungsexperimenten die unterschiedlich lang apoptosein-

duzierten Zellpraparate einer Beschallung von 4s anstelle 2s unterzogen (Abb. 4-27).
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Aus diesen Experimenten ging hervor, dass es nach entsprechend langer Beschal-
lung zur Ausbildung der bereits zuvor beobachteten 4 Peakgruppen (Fr. 2, 6-8, 13,
15-17) kam.
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Abb. 4-27: Auswirkung verlangerter Ultraschall-Behandlung bei der Préparation apoptoseindu-
Zierter Zellen . Zellen einer 10cm Gewebekulturschale wurden nach 6h StSp.-Inkubation préapa-
riert, 4s mit Ultraschall beschallt und nach Vorklarung des Zellexktraktes auf einen Saccharo-
segradienten aufgetragen (5-60%). Pfeile indizieren die Lage der Sedimentationsmarker
(4.5.1.2).

Infektionsexperimente mit den in diesem Saccharosegradient gewonnenen Fraktio-
nen 1-3, 6-8 und 13-17 fuhrten zu keinen positiven Transduktionen des Verpa-
ckungsplasmids. Dies war ein Hinweis darauf, dass in den vorliegenden Gradienten
keine funktionalen Strukturen enthalten waren, die fir die Ubertragung des Tar-

getplasmids notwendig sind.

4.5.2.2.3.2 Einfluss von Frieren/Tauen auf das Sedimentationsprofil von VLPs/PVs

nach Saccharosegradient

Eine weitere Methode, Zellen zu lysieren, ist die Durchfihrung von Frier/Tau-Zyklen.
Die Zellen wurden wie beschrieben (3.1.20.2) mit Hilfe dieser Technik prapariert und
nach Vorklarung des Zellextraktes auf den Saccharosegradienten verbracht. Das im
ELISA bestimmte Sedimentationsprofil zeigte (Abb. 4-28), dass durch diese Methode
ein sehr hoher Kapsomeranteil und daraus folglich nur sehr geringe bis nicht diffe-
renzierbare Mengen an VLPs oder PVs nachzuweisen waren. Diese Beobachtung
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wurde durch Western Blot Analysen bestatigt, in denen nur geringfligig positive Sig-
nale fur beide Strukturproteine nachgewiesen werden konnten. Infektionsexperimen-
te der Fraktionen 1-8 flhrten zu keinen positiven Transduktionen des Verpa-
ckungsplasmids.

Gesamt betrachtet wurde nach diesen Experimenten geschlossen, dass sich die
Frier/Tau-Lyse fur die vorliegende Art von VLPs (hL1, hL2, Target), die im Saccharo-
segradienten aufgereinigt werden, nicht eignet.
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Abb. 4-28: Auswirkung der Frier/Tau-Lyse- wéhrend Prédparation VLP bzw. PV produzierender
Zellen. (A) Nach transienter Transfektion wurden Zellen einer 10cm Gewebekulturschale préapa-
riert, durch Frier/Tau Zyklen aufgeschlossen und nach Vorklarung des Zellexktraktes auf einen
Saccharosegradienten aufgetragen (5-60%). Die Analyse erfolgte mittels ELISA. Nachweis der
Strukturproteine L1 und L2 durch Western Blot Analyse (B) Pfeile indizieren die Lage der Se-
dimentationsmarker (4.5.1.2).
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4.5.2.2.3.3Sonstige Zellaufschlussmethoden und deren Einfluss auf das Sedimenta-

tionsprofil nach Saccharosegradient

Eine letzte Aufschlussmethode, die im VLP-Produktionssystem naher untersucht
wurde, war der Zellaufschluss mittels Glas-Kugeln (,beads”). Die Zellen wurden nach
Protokoll (3.1.20.3) lysiert, vorgeklart und auf den Saccharosegradienten geladen. Im
Anschluss wurde das Sedimentationsprofil des Gradienten im ELISA analysiert. Da-
bei konnte beobachtet werden, dass weder VLP-, PV- noch Kapsomergruppierungen
beobachtet werden konnten (Daten nicht gezeigt). Die Verwendung dieser Technik

erwies sich daher im vorliegenden Versuchsansatz als unbrauchbar.

4.6 Sonstige Infektionsexperimente mit Saccharose-Fraktionen

4.6.1 Infektion mit kompletten Saccharosegradienten-Fraktionen

Da beobachtet werden konnte, dass die Fahigkeit der Partikelpraparationen zur un-
spezifischen Transduktion des Targetplasmids im Schritt der Sedimentationsanalyse
verloren gegangen war, wurde untersucht, ob die fur den Verlust verantwortlichen
Strukturen in einer bisher unbertcksichtigten, und im Sedimentationsprofil unauffalli-
gen Fraktion zu finden waren. Daher wurden Infektionsexperimente mit allen im Sac-
charosegradienten anfallenden Fraktionen mit 293T Zellen inkubiert und mittels f-Gal
Nachweistest analysiert. Ergebnis dieser Untersuchungen war allerdings, dass es zu

keiner positiven Transduktion des Targetplasmids irgendeiner Fraktion kam.
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5. Diskussion

Papillomaviren sind auf3ergewdhnlich epitheliotrope Viren, die eine sehr spezifische
Replikations- und Vermehrungs-Strategie entwickelt haben. Die enge Kopplung die-
ser Strategien an das Differenzierungsprogramm von Keratinozyten (Howley 2001)
ist fur den viralen Lebenszyklus — ebenso wie bei Cytomegaloviren (Weinshenker,
Wilton et al. 1988), Friend-Leuk&mie Viren (Johnson, Chung et al. 1993) oder HI Vi-
ren (Cullen and Greene 1989) — von hoher Bedeutung. Diese Kopplung hatte in der
Vergangenheit zur Folge, dass der Lebenszyklus der Papillomaviren sowohl in vivo
als auch in vitro nicht zufrieden stellend simuliert werden konnte. Unter Verwendung
modifizierter HPV16 Strukturgene sollte daher in der vorliegenden Arbeit versucht
werden, ein einfaches und — hinsichtlich der Ausbeute an infektibsen Virus-Partikeln
— effizientes Produktionssystem fur HPV16-Pseudovirionen in Standardzellkulturen
zu etablieren.

5.1 Die Expressionsregulation von HPV16 L1 und L2 kann durch
Kodonoptimierung iberwunden werden

Die in den vorliegenden Studien verwendeten Strukturproteine basierten auf HPV16
L1 und L2 Genen, die im Vorfeld dieser Arbeit ,humanisiert® wurden (Leder et al.
2001). Unter ,Humanisierung“ versteht man die Anpassung der Kodonverwendung
z.B. viraler Gene an die des Menschen. Wie bereits unter 1.2.5 naher erlautert,
kommt es in verschiedenen Organismen bei der Kodierung von Aminosauren zu ei-
ner unterschiedlich haufigen Verwendung bestimmter Kodons. Seit der Entdeckung,
dass ein Zusammenhang zwischen der Kodonverwendung und der Expressionsregu-
lation von Genen besteht (Holm 1986; Smith 1996), beschaftigte sich eine Vielzahl
an Arbeiten mit der Frage, wie stark sich eine Anpassung der Kodonverwendung an
den Menschen auf die Steigerung der Expression von Genen auswirken kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Ko-Expression der hu-
manisierten HPV16 L1- und L2-Gene nach Kotransfektion in 293T Zellen moglich ist.
Dass sich die Humanisierung zur Expressionssteigerung von Genen einsetzen lasst,
konnte bereits in verschiedenen Ansatzen gezeigt werden (Zolotukhin, Potter et al.
1996; Kim, Oh et al. 1997). Im viralen Kontext wurde die Humanisierung erstmals bei
HI-Viren beschrieben (Haas, Park et al. 1996; Deml, Bojak et al. 2001). Spatere Un-
tersuchungen bei BPV1 L1 und L2 zeigten, dass der Austausch einzelner — beim
Menschen sehr selten vorkommender — Kodons zu einer gesteigerten Expression
fuhrt (Zhou, Liu et al. 1999). Bei diesen Analysen unterschieden sich die Kodon-
optimierten Sequenzen von der Originalsequenz zu ca.14% (L1) bzw. 22% (L2).

103



Diskussion

Neuere Publikationen ergaben, dass die in dieser Arbeit verwendeten, humanisierten
HPV16 L1 und L2 Gene im Vergleich zu den nicht-humanisierten Kontroll-Genen
ebenfalls eine sehr hohe Expression aufweisen (Leder, Kleinschmidt et al. 2001).

In den in dieser Arbeit durchgefuhrten Immunfluoreszenzversuchen (4.3.2) konnte
gezeigt werden, dass L1 im Zellkern auf homogen verteilte Weise vorzufinden ist.
Dies bestatigte Beobachtungen, die bei Lokalisationsstudien mit einzeln transfizierten
HPV16 L1 (Leder, Kleinschmidt et al. 2001), mit fusionierten HPV16 L1-Varianten
(z.B. humanisiertes L1-E7; (Leder 2003)) oder bei der Verwendung von L1-
Amplicons im herpesviralen Verpackungssystem gemacht wurden (Schenck 2004).
Das von Day, Roden et al. beschriebene, teils homogen, teils punktartig beobachtete
nukleare Distributionsmuster von BPV1 L1 (Day, Roden et al. 1998) konnte selbst bei
alleiniger Expression des humanisierten HPV16 L1 Gens in keinem der durchgefihr-
ten Versuche identifiziert werden. Da aber zwischen BPV und HPV kein hoher Ho-
mologiegrad besteht, kann die beobachtete Abweichung des nuklearen L1-
Verteilungsmusters mdaglicherweise auch Typus-abhéngig sein. Es kann allerdings
auch daruber spekuliert werden, dass eine solch geringfiigig erscheinende Abwei-
chung des intranuklearen Verteilungsmusters schon durch die Verwendung von L1
rekombinanten SF-Viren und den damit einhergehenden zellphysiologischen Auswir-
kungen zu erklaren ist. Im Gegensatz zu der homogenen Verteilung der L1 Molekile
erfolgte der Nachweis der L2-Molekule in einem punktartigen Muster, was die zuvor
gemachten Beobachtungen in den Arbeiten von Gornemann et al. (2002) und Day et
al. (1998) bestatigte.

5.2 Assemblierungs- und Verpackungsverhalten von Virus-
ahnlichen Partikeln (VLPs) unter Verwendung Kodon-
optimierter Expressionsplasmide

Die Expression der Papillomavirus-Strukturgene L1 und L2 kann in eukaryotischen
Zellen zur Bildung von VLPs fuhren. Bisherige Forschungsarbeiten zeigten, dass Pa-
pillomavirus Kapsidproteine prinzipiell in menschlichen Epithelzellen (Leder et al.
2001; Zhou, Sun et al. 1991a), Insektenzellen (Kirnbauer, Booy et al. 1992), E.Coli
(Kelsall and Kulski 1995; Li, Cripe et al. 1997), S. pombe (Sasagawa, Pushko et al.
1995), S.cerevisiae (Angeletti, Kim et al. 2002; Zhao and Frazer 2002) und sogar in
Pflanzen (Biemelt, Sonnewald et al. 2003; Varsani, Williamson et al. 2003; Warze-
cha, Mason et al. 2003) exprimiert werden kénnen. Diesen Systemen stehen so ge-
nannte ,Raft-Culture-Systeme"” (siehe 1.2.5; S.15) gegeniber, die neben der diffe-
renzierungsabhéngigen viralen Vermehrung die Expression der spaten Gene sowie
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die Assemblierung von intakten Papillomaviren in vitro ermdglichen (Frattini, Lim et
al. 1996; McBride, Dlugosz et al. 2000; Meyers, Bromberg-White et al. 2002). Ein
gemeinsames Problem dieser Ansatze stellt aber — unabhangig vom verwendeten
Expressionssystem — die geringe Virionenausbeute dar (Neeper, Hofmann et al.
1996; Touze, Dupuy et al. 1998a; Zhao and Frazer 2002). AuRerdem lassen viele
dieser Anséatze den Nachweis Uber die Infektiositat der generierten Virionen vermis-
sen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen sollten klaren, in weit sich eine
verbesserte Partikelassemblierung durch die Verwendung humanisierter Kapsidgene
erzielen lasst. Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese von HPV16-Partikeln in
nicht differenzierenden Zell-Linien moglich ist (4.3.2 bzw. 4.3.5.) Daneben konnte
beobachtet werden, dass die VLP-Ausbeuten im Vergleich zu den in Insektenzellen
generierten geringer ausfielen und dass die hypothetischen Pseudovirionen-Anteile
der Zellextrakte nicht infektios sind (4.4).

Eine Losung der systemibergreifenden Problematik ausbleibender Infektiositat und
geringer Partikel-Ausbeuten wurde in der Vergangenheit durch die Entwicklung vira-
ler Uberexpressionssysteme angestrebt: Neben retroviralen Systemen, die bei der
Analyse einzelner papillomaviraler Proteine zum Einsatz kamen (Blanton, Coltrera et
al. 1992; Halbert, Demers et al. 1992; Woodworth, Cheng et al. 1992; Cheng,
Schmidt-Grimminger et al. 1995), wurden rekombinante Vaccinia Viren (VV), Semliki
Forest Viren (SFV) oder Bakuloviren (BV) zur Partikelherstellung verwendet
(Hagensee, Yaegashi et al. 1993; Rose, Bonnez et al. 1993; Zhou, Stenzel et al.
1993; Roden, Greenstone et al. 1996; Zhao, Sun et al. 1998; Zhao, Hengst et al.
2000). Gegen die Verwendung dieser viralen Systeme spricht die Tatsache, dass sie
grof3tenteils die Fragmentierung von zellularer DNA induzieren kénnen und es somit
zu erheblichen physiologischen Einschnitten in der Zelle kommen kann, deren Aus-
wirkungen nicht bestimmbar sind. Daneben konnten diese Systeme mehrheitlich
auch andere Anforderungen an ein einfaches und effizientes Produktionssystem
(siehe 1.3) nicht oder nur teilweise erfiullen: So fuhrten manche VLPs lediglich zu ei-
ner Aufnahme, nicht aber zu einer produktiven Vermehrung des Virus oder verhin-
derten die Verpackung von vollstandigem, nativem Virusmaterial. Bei Vaccinia-
viralen Systemen konnte die Assemblierung von VLPs mit einer vom Virus abwei-
chenden Groéf3e von 35-40nm beobachtet werden (Zhou, Sun et al. 1991a). Ein prin-
zipielles Problem der SFV- bzw. VV-Systeme liegt darin, dass sie durch die Umge-
hung des nativen Weges der Partikelassemblierung keine Kenntnisse Uber die tat-
sachlich stattfindenden Interaktionen (zwischen Kapsid und zellularem Apparat) beim
Transport in den Zellkern und die sich dort anschlieRenden Ablaufe liefern kénnen.
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Obwohl die Tatsache der Umgehung der nativen Situation bei einem reinem Partikel-
Produktionssystem keine tUbergeordnete Rolle spielt, sollte sich ein ideales Partikel-
Produktionssystem mdglichst an den realen Bedingungen des viralen Lebenszyklus
orientieren. Hierdurch kdnnen dann Untersuchungen beziglich Verpackung und As-
semblierung durchgefiihrt werden, die frei von Fremdeinflissen mit unbekanntem
Wirkungsgrad sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Assemblierung der
HPV16 VLPs am besten in 293T Zellen geeignet ist, wahrenddessen eine Synthese
in CV-1-, Caski- oder BPHE-1-Zellen nicht mdglich war (Daten nicht gezeigt). Eine
Erklarung konnte in Bezug auf CV1- und BPHE-1-Zellen darin liegen, dass es sich
hierbei um nicht humane Zell-Linien handelt, die evtl. aufgrund ihrer differenzierten
Kodonverwendung eine nicht messbare Expression der humanisierten Strukturgene
zur Folge haben. Bei Caski-Zellen handelt es sich zwar um menschliche Epithelzel-
len einer Cervix Karzinommetastase, jedoch erwiesen sich diese Zellen bereits in
den unter 4.2 beschriebenen Vorversuchen als nicht-transfizierbar. Die ausbleibende
Fahigkeit zur Partikelassemblierung ist daher in diesem Fall auf mangelnde Struktur-
genexpression zuriick zu fuhren. Die Entdeckung, dass es in BPHE-1-Zellen zu kei-
ner Partikelassemblierung kam, steht im Kontrast zu Untersuchungen von Roden,
Greenstone et al. (1996). Unter Verwendung nicht-humanisierter Strukturgene konn-
te in diesen Experimenten in BPHE-1-Zellen, die ein autonom replizierendes BPV1-
Genom enthalten, sowohl die Verpackung von BPV1- als auch von HPV16-Kapsiden
erreicht werden. AulRerdem konnte beobachtet werden, dass es nach Ko-Expression
von L1, L2 und dem Targetplasmid, nicht aber nach Koexpression von L1 und dem
Targetplasmid zu einer deutlichen Minderung der VLP-Ausbeute kam. Im Gegensatz
zu dieser Beobachtung stehen Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte,
dass L2 zu einer 4-fachen Erh6hung der VLP-Produktion in Insektenzellen und sogar
zu einer 100-fachen Erhdéhung in Saugetierzellen fihren kann (Hagensee, Yaegashi
et al. 1993; Kirnbauer, Taub et al. 1993; Zhou, Stenzel et al. 1993).

Die gewonnenen VLPs wurden in Folgeversuchen mittels Elektronenmikroskopie in
situ untersucht (4.3.2). Diese Analysen bestétigten, dass es nach Transfektion der
humanisierten L1- und L2-Gene sowie des Targetplasmids zur Bildung von VLPs
kommt. Es konnte beobachtet werden, dass VLPs ausschlie3lich innerhalb des Zell-
kerns nachweisbar sind. Daneben konnten VLPs auch im Medium-Uberstand aus
Monolayer-Zellkulturen nachgewiesen werden (4.3.5.2). Bezuglich des intranuklea-
ren Vorkommens von VLPs konnten ahnliche Beobachtungen beispielsweise in Ar-
beiten mit humanisiertem HPV16 L1 in undifferenzierten 911 Zellen (Leder 2003), mit
HPV18 L1 und L2 in differenzierenden Keratinozyten (Meyers, Mayer et al. 1997)
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sowie mit L1/L2 rekombinanten VV in undifferenzierten CV-1 Zellen (Zhou, Sun et al.
1991a; Zhou, Stenzel et al. 1993) gemacht werden. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse elektronenmikroskopischer Untersuchungen nach unterschiedlich langer
Transfektionsdauer konnten darauf hinweisen, dass es mdglicherweise zu Beginn
der Partikelproduktion zu einer Partikelanreicherung an inneren Seite der Kern-
membran kommen kénnte. Es ist auffallig, dass sich die VLPs nach Assemblierung
nur im Kern, nicht aber im Zytoplasma ansammeln, von wo aus sie nach dem Unter-
gang der Zelle effektiv weitergegeben werden kénnten. Merle, Rose et al. zeigten
bereits, dass HPV11 VLPs die Kernmembran nicht passieren kénnen, sofern sie in
einem vollstandig assemblierten Status vorliegen (Merle, Rose et al. 1999). Daraus
ergibt sich, dass die im Kern generierten VLPs entweder im Zuge der Auflésung der
Kernmembran bei der Zellteilung freigesetzt werden oder dass ein speziell bei diffe-
renzierenden Zellen vorliegender Mechanismus fir die aktive Ausschleusung der
Partikel verantwortlich ist.

Eine Aussage darlber, in welchem Mal3 es bei den beobachteten VLP-Synthesen zu
einer Inkorporation des L2 in die hauptsachlich durch L1 gebildeten Partikel gekom-
men ist, konnte in dem beschriebenen (ELISA-) Analyseverfahren (3.1.22) mangels
spezifischer Antikdrper nicht getroffen werden. In den elektronenmikroskopisch ana-
lysierten Gewebsschnitten konnte zudem nicht festgestellt werden, ob das kotransfi-
zierte Targetplasmid in die assemblierten Partikel verpackt wurde. Elektronenmikro-
skopische Negativkontrast-Untersuchungen mit Lysatlberstanden transfizierter Zel-
len schienen dagegen einen Hinweis auf die Existenz verpackter VLPs zu zeigen
(4.5.1.3): Es konnten VLPs identifiziert werden, die eine von leeren VLPs abwei-
chende — dunkel gefarbte — Kontrastierung des ,VLP-Zentrums® aufwiesen. Eine
derartige Kontrastierung kann auf verpacktes Material hinweisen (personliche Mittei-
lung Dr.Zentgraf, DKFZ Heidelberg) und wurde bereits in anderen Analysen verpack-
ter VLPs beschrieben (Zhou, Stenzel et al. 1993). Es muss allerdings auch in Be-
tracht gezogen werden, dass es sich bei dem scheinbar verpackten Material nicht um
das zur Verpackung beabsichtigte Targetplasmid, sondern um zellulare DNA-
Fragemente handelt (siehe 5.2.1).

Um festzustellen, ob es zu einer Expression des transfizierten L2 gekommen ist,
wurden Western-Blot Analysen der Zellextrakte nach Transfektion angefertigt, die
dessen Expression genauso bestatigten, wie die unter 5.1 bereits beschriebenen
Immunfluoreszenz-Versuche. Die Analyse von Saccharosegradienten-Fraktionen
mittels L2-spezifischer Anitkdrper zeigte im Western-Blot, dass L2-Proteine in den
selben Fraktionen nachweisbar sind wie L1-Proteine (4.5.2.1). Bei nicht gezeigten
Ergebnissen konnte beobachtet werden, dass bei alleiniger Expression von humani-
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siertem L2 und nachfolgender Aufreinigung im Saccharosegradienten die Sedimenta-
tion des Proteins ausschlief3lich direkt zu Beginn des Gradienten erfolgte. Nach Ko-
Transfektion der restlichen Komponenten (Targetplasmid und L1) konnte L2 aber
hauptséachlich im vorderen und hinteren Drittel des Saccharosegradienten nachge-
wiesen werden, was eine Interaktion mit dem dort befindlichen L1-Material indiziert.
Daraus kann geschlossen werden, dass hochstwahrscheinlich eine Inkorporation des
L2 in L1-assemblierte Partikel stattgefunden hat. Weiterhin weist diese Beobachtung
darauf hin, dass L1-Kapsomere fir die Bindung von L2-Molektlen ausreichen und
sich nicht erst zu einem vollstandigen Partikel zusammenlagern missen.

Zur Detektion des L1 und L2 wurden sowohl in Immunfluoreszenz- als auch in Wes-
tern-Blot-Analysen zwei verschiedene Antikorper mit unterschiedlicher Spezifitat
verwendet (monoklonaler Antikrper CamVir-1 fir die Detektion des L1 und polyklo-
nales Kaninchen-Serum #20 fiir die Detektion des L2). Eine Feststellung darlber, in
welchem realen Mengenverhéltnis die zu gleichen Teilen transfizierten Plasmide in
der Zelle exprimiert werden, konnte somit nicht getroffen werden. Ein diesbezgl. Ver-
gleich kdnnte erreicht werden, wenn den Strukturgenen in zukinftigen Versuchen
z.B. ein identisches Protein-Tag angeflgt wirde. Bei einer darauf folgenden Analyse
von Zellextrakten mit einem Tag-spezifischen Antikorper kdnnten die Proteinmengen
im Western-Blot verglichen werden. Somit kénnten wichtige Hinweise auf die unter-
schiedlich starke Regulation der spaten Gene (Schwartz 2000) erzielt werden. Die
Beantwortung der Frage nach dem Grund der unterschiedlich starken Regulation der
spaten Gene ist nach wie vor von hohem Interesse, da nicht genau geklart ist, in wie
weit vielleicht nur einzelne Positionen im Leserahmen zur Beeinflussung der Prote-
intranslation beitragen. So konnten Collier, Oberg et al. spezifische negativ regulato-
rische Elemente im 5°-Ende der kodierenden Region von HPV16 L1 identifizieren,
deren Inaktivierung zu einer signifikanten Erhéhung der L1-Expression fuhrte (Collier,
Oberg et al. 2002). Die Entdeckung weiterer regulatorischer Bereiche wére auch fur
die Expressionssteigerung von Genomen anderer Papillomavirus-Typen von beson-
derem Interesse. Vom jetzigen Standpunkt kann dabei nicht ausgeschlossen werden,
dass bisher unbekannte negativ regulatorische Sequenzen durch die Humanisierung
eliminiert wurden, die die Translation unabhéngig von der tRNA-Verfiugbarkeit direkt
beeinflussen. Méglich sind in diesem Zusammenhang z.B. Sequenzen, die durch die
Bindung inhibitorischer Proteine zu einer vorzeitigen Termination der Translation fih-
ren.
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5.2.1 Modulation der Verpackungseffizienz

Wahrenddessen momentan wenig tber die zu einer erfolgreichen Verpackung beno-
tigten L1- und L2-Konzentrationen bekannt ist, haufen sich Hinweise tber eine wich-
tige Rolle der GroRRe der zu verpackenden DNA im Hinblick auf eine Ausbeutenstei-
gerung von Viruspartikeln (s.u.).

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten Kotransfektionen wurde zur Verpackung von
VLPs standardméaRig ein der GrolRe des nativen HPV16-Genoms entsprechendes
Targetplasmid (ca. 8kb) verwendet. In den dazugehoérigen Sedimentationsanalysen
konnte ein bisher nicht nachgewiesener, hypothetischer Pseudovirionen-Peak identi-
fiziert werden (5.5). Um zu untersuchen, in wie weit dieser Peak auch unter Verwen-
dung eines kleineren Plasmids nachweisbar ist, wurde in anderen Analysen ein etwa
7kb grof3en Targetplasmids kotransfiziert. Dabei konnte beobachtet werden, dass der
hypothetische PV-Peak im Sedimentationsprofil nach Dichtezentrifugation nicht mehr
nachgewiesen werden konnte (4.5.2.2.2.4). Zusammengenommen konnte dies be-
deuten, dass Plasmide, die kleiner als das native Genom sind, Uber einen selektiven
Vorgang nicht bzw. ineffizient verpackt werden oder zur Bildung von Pseudovirionen
fuhren, die eine verringerte Dichte besitzen und somit im Sedimentationsprofil nicht
mehr als gesonderte Gruppierung nachweisbar sind. Die Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen zur Auswirkung der VerpackungsplasmidgréRe auf die Verpackungs-
effizienz von Pseudovirionen sind vielfaltig: In manchen viralen Produktionssystemen
konnte gezeigt werden, dass Targetplasmide bei der Verpackung bevorzugt werden,
die kleiner als das native virale Genom sind (Yoshiike 1968; Tai, Smith et al. 1972;
Zhao, Sun et al. 1998). Die Kotransfektion kleiner Targetplasmide von ca. 5,6kb
GrolRRe zeigte in Verbindung mit BPV1 L1- und L2-Expressionsvektoren eine 10-fach
erhdhte Virionenausbeute als Targetplasmide mit einer Gro3e von etwa 7,9kb (Buck,
Pastrana et al. 2004). Targetplasmide mit einer Gro3e zwischen 8 und 10kb GroRRe
fuhrten in diesen Versuchen zu sehr ineffizienten Virionenausbeuten. Aufgrund der
bisherigen Erkenntnisse wurde von Buck, Pastrana et al. Gber ein Verpackungsmo-
dell spekuliert, bei dem die Strukturproteine die nukledre Umgebung nach kleinerem
DNA-Material ,durchsuchen®. Die Bindung von zellularer DNA ist in diesem Modell
mutmalilich reversibel und kdnnte zu teilweise assemblierten Partikeln fihren. Aus-
gehend von diesem Modell kann in Erwagung gezogen werden, dass es sich bei den
in dieser Arbeit im Saccharosegradienten beobachteten, als Intermediate bezeichne-
ten, Strukturen um solche teilassemblierten Partikel handelt (siehe auch 5.5).

Ob tatsachlich eine Kausalitat zwischen dem Auftreten des hypothetischen PV-Peaks
und der Verwendung des in dieser Arbeit verwendeten Targetplasmids mit einer
GroRRe von 7,9kb vorliegt, ist noch nicht gesichert und muss in Zukunft durch folgen-
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de Versuche naher untersucht werden: Einerseits misste das Sedimentationsprofil
von VLPs bestimmt werden, bei denen auf3er den beiden humanisierten Strukturge-
nen kein Targetplasmid kotransfiziert wird. Erste Versuche hinsichtlich dieses Ansat-
zes wurden bereits von anderen Experimentatoren mit dem Ergebnis durchgefihrt,
dass neben den VLP-, Intermediaten-, und Kapsomer-Gruppierungen keine zusatzli-
chen Peaks zu beobachten sind (personliche Mitteilung Dr. Leder, DKFZ Heidel-
berg). Die Bestatigung dieser Beobachtung durch Wiederholungsversuche steht al-
lerdings noch aus. AufRerdem missten Versuche durchgefiihrt werden, in denen ne-
ben den humanisierten Strukturgenen ein Targetplasmid kotransfiziert wird, dass (i)
genau der Grof3e des bisher verwendeten Targetplasmids entspricht und (ii) keine
Ahnlichkeiten zum HPV-Genom besitzen darf.

5.3 VLP-Produktions- und Praparationstechniken

Wie bereits unter 1.2.5 und 5.2 nadher erlautert, wurden in der Vergangenheit ver-
schiedene Systeme zur Expression viraler Papillomavirus-DNA in Zellen verwendet.
Da in dieser Arbeit ein mdglichst einfaches und biotechnologisch sicheres Produkti-
onssystem fur infektiose HPV16 VLPs (=Pseudovirionen; PV) etabliert werden sollte,
wurde zunéchst davon abgesehen, die viralen Strukturinformationen tGber rekombi-
nante Viren wie VV, BV oder SFV in die Zellen einzuschleusen. Da sich die Methode
der Transfektion in Vorversuchen als adaquates Mittel zur leichten Einbringung ein-
zelner Gene in Zellen herausgestellt hatte, wurde zu Beginn dieser Arbeit evaluiert,
in welchen Zell-Linien eine mdoglichst hohe Plasmid-Expression erreicht werden
kann. Dementsprechend wurden zahlreiche Transfektionen nach unterschiedlichen
Protokollen in Kombination mit unterschiedlichen Zell-Linien durchgefuhrt (4.2). Da-
bei stellte sich heraus, dass die Transfektionsmethode mittels Metafectene®, das zu
einer Liposomen-vermittelten Endozytose von DNA fuhrt, bzw. Kalziumphosphat in
293T Zellen am besten fur die geplante Vorgehensweise geeignet war.

Eine anschlieBende Frage beschatftigte sich damit, in welcher ,Form* die Strukturge-
ne in die Zellen transfiziert werden sollten. Die in dieser Arbeit verwendeten Trans-
fektionselemente lagen alle auf einzelnen Expressionsplasmiden vor, die unter der
Kontrolle des CMV-Promotors standen. Wie unter 4.3.1 bzw. 4.3.5.2 beschrieben,
wurden verschiedene Plasmidvarianten fur die Expression von L1 und L2 untersucht.
Die Ko-Transfektion der humanisierten HPV16 L1 und L2-Gene sowie des Tar-
getplasmids fiuihrte zur Bildung von VLPs, die anhand eines konformationsspezifi-
schen Antikérpers im ELISA detektiert und quantifiziert werden konnten. Neben den
einzeln vorliegenden Expressionsplasmiden wurde ein Kombinationsplasmid unter-
sucht, bei dem die L1- und L2-Gene durch eine ,interne Ribosmomen-Eintrittsstelle”
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(IRES) getrennt waren. Diese IRES sollte zur Erhéhung einer effektiven L2-
Translation dienen, die in der Folge zu einer hohen Partikelausbeute flihren sollte.
AulRerdem sollte die Verwendung dieses Kombinationsplasmids einer Minderung der
Transfektionseffizienz entgegenwirken, die durch eine hohe Anzahl kotransfizierter
Plasmide zustande kommen kénnte. In den in dieser Arbeit vorgestellten Vergleichs-
versuchen wiesen jedoch die einzeln transfizierten Expressionsplasmide eine héhere
Expression der Strukturgene als das Kombinationsplasmid auf. Daraus liel3 sich ab-
leiten, dass die Verwendung einer IRES im Rahmen der L2-Expression zwar méglich
ist, aber im vorliegenden Fall im Vergleich zu einzeln transfizierten Expressionsplas-
miden nicht zu einer erh6hten Translationseffizienz fihrt. Eine Minderung der Trans-
fektionseffizienz aufgrund der Kotransfektion von drei Plasmiden (L1, L2, Tar-
getplasmid) konnte zu diesem Zeitpunkt nicht festgestellt werden.

Damit in den geplanten Infektionsversuchen mit mdglichst viel VLP-Material gearbei-
tet werden konnte, mussten unterschiedliche Praparationsmethoden hinsichtlich ihrer
Effektivitat untersucht werden. Bei diesen Versuchen stand das Ziel im Vordergrund,
eine Praparationsmethode zu finden, mit der moglichst viele Partikel mdglichst scho-
nend aus dem zellularen Lysat herausgeldst werden kdnnen. Eine chemisch oder
mechanisch zu intensive Behandlung der Partikel kénnte dabei zu Einbuf3en der In-
fektiositat fuhren. Die Praparation von VLPs wurde in dieser Arbeit mittels Ultraschall,
Frier-Tau-Zyklen und der Induktion von Apoptose nadher untersucht (4.3.6.2). Die
Verwendung der zuletzt genannten Methode wurde im Zusammenhang mit der Pra-
paration von VLPs noch nicht beschrieben und in dieser Arbeit neu entwickelt. Die
Induktion der Apoptose erfolgte in den vorliegenden Versuchen mit Hilfe von Stau-
rosporin, bei dem es sich um ein mikrobielles Alkaloid (Indolcarbazol aus Streptomy-
ces spp.) handelt. Es induziert Apoptose, in dem es Proteinkinasen sehr stark inhi-
biert (Andersson, Sjostrand et al. 2000; Yamasaki, Hama et al. 2003). Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Induktion von Apoptose bei der Praparation von VLPs aus
Zellen in Kombination mit Ultraschall eine gute Alternative darstellt. Zwar konnte in
Western-Blot-Experimenten beobachtet werden, dass die nachgewiesenen L1- und
L2-Proteine im Vergleich zur Frier-Tau-Lyse schlechter in Losung gebracht wurden,
jedoch konnte insgesamt mehr Zellextraktiberstand zurtick gewonnen werden. Dies
war v.a. darauf zurtick zu fuhren, dass im Zellextraktiiberstand nach Frier-Tau-Lyse
(trotz zusatzlicher Nukleasenbehandlung) vermehrt hochviskose Flissigkeitsanteile
vorzufinden waren, die in anderen Analyseverfahren nicht eingesetzt werden konn-
ten. AuBerdem konnte in Dichtezentrifugations-Analysen beobachtet werden, dass
nach erfolgter Frier-Tau-Lyse sehr hohe Kapsomeranteile nachgewiesen werden
kénnen (4.5.2.2.3.2). Da eine spezifische Infektion mit diesem Material nicht méglich
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ist (keine vollstandige Verpackung von DNA), wurde die Frier-Tau-Lyse zur Préapara-
tion von VLPs in weiteren Experimenten nicht verwendet. Die Alternative stellte da-
her die Anwendung von Ultraschall (US) dar, durch den vergleichbar viele L1- und
L2-Proteine in Losung gebracht werden konnten wie durch das Apoptoseprotokoll.
Der Nachteil der US-Behandlung von VLP-haltigen Zellsedimenten ist allerdings,
dass es bei hoheren Intensitatsstufen zur Desintegration des Kapsidmaterials und
somit zur EinbulRe der Infektiositat von potentiell transduzierenden Virionen kommen
kann. Bei geringeren Intensitatsstufen und kurzen Beschallungszeiten (max. 10sek.)
konnten keine morphologischen Veranderungen oder Auswirkungen mehr auf das
Sedimentationsprofil der Assemblierungsgruppen nach Dichtezentrifugation — wie bei
Leder (2003) beschrieben — gemessen werden.

Dennoch wurde die Entwicklung der Zellpraparation mittels Apoptose verfolgt. Es
wurde dartber spekuliert, dass die Degradation der VLPs bei entsprechend kurzfris-
tiger Induktion von Apoptose keine morphologische Beeintrachtigung der Partikel zur
Folge hatte. Wie in den entsprechenden Dichtezentrifugations-Analysen dargestellt
(4.5.2.2.3.1), verhinderte eine zu kurze Beschallung des durch Apoptose erzielten
Zell-Lysats mdglicherweise die adaquate Herauslosung der verschiedenen Assemb-
lierungsgruppen. Dies war vor allem durch das Auftreten eines einzigen konformati-
onsspezifischen Partikel-Peaks gekennzeichnet, der in der Mitte des Dichtegradien-
ten lokalisiert war. Es konnte beobachtet werden, dass dieser Peak durch verlanger-
te Beschallung verschwand und an dessen Stelle die 4 — bereits zuvor identifizierten
— Partikelgruppen nachgewiesen werden konnten. Davon ausgehend kann dartber
spekuliert werden, dass die Partikel nach direkter Praparation noch z.B. mit zu gro-
Ren Zelldebris-Fragmenten assoziiert sind. Eine weitere Moglichkeit, warum ein der-
artig differenziertes Sedimentationsprofil gemessen wurde, kdnnte darin begriindet
liegen, dass die Partikel noch grof3tenteils in den so genannten ,apoptotic bodies*
(Mehmet 2003) eingeschlossen waren und somit nur in Verbindung mit anderem zel-
lularen Material nachgewiesen werden konnten. Bei einer verlangerten Beschallung
konnte es somit zur Auflosung dieser Komplexe gekommen sein, die eine bessere
Freisetzung der einzelnen Assemblierungsgruppen zur Folge hatte. In wie weit die
Infektiositat der Partikel durch die Kombination aus Apoptoseinduktion und Ultra-
schallbehandlung beeinflusst wurde, konnte nicht beurteilt werden. Morphologische
Verédnderungen konnten in entsprechenden Analysen im Elektronenmikroskop nicht
nachgewiesen werden.
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5.3.1 Herstellung von VLPs mittels rekombinanter Adeno-assoziierter Viren
(rAAV)

Wie unter 4.3.5.1 dargestellt und unter 5.6 naher erlautert, fihrte die Kotransfektion
von bis zu funf verschiedenen Expressionsplasmiden wahrscheinlich zu einer signifi-
kanten Verminderung der Transfektionseffizienz und in der Folge zu einer geringen
VLP-Ausbeute.

In der Vergangenheit konnten verschiedene virale Systeme zur Produktion von Papil-
lomavirus VLPs entwickelt werden. Neben den bereits genannten BV, SFV und VV
wurden auch Adenoviren (Berkner 1992; Kozarsky and Wilson 1993; Kremer and
Perricaudet 1995), Adeno-assoziierte Viren (AAV; Kotin 1994; Kremer and Perricau-
det 1995; Fisher, Jooss et al. 1997) Epstein-Barr Viren (Banerjee, Livanos et al.
1995) und Retroviren (Danos and Mulligan 1988; Miller 1992; Naldini, Blomer et al.
1996) als Transportmittel flr Expressionsplasmide aller Art verwendet. In Bezug auf
eine hohe und konstante Proteinexpression haben sich in der Vergangenheit vor al-
lem Adeno- und Adeno-assoziierte Vektorsysteme als besonders geeignet heraus-
gestellt (Lai, Lai et al. 2002).

Um den eingangs beschriebenen Effekt der Effizienzsenkung durch eine zu hohe
Anzahl kotransfizierter Einzelplasmide zu umgehen, wurde die ldee entwickelt, die
L1- und L2-Proteine durch rekombinante AAV-Partikel in die Zelle zu schleusen. Da-
bei war beabsichtigt, die Strukturgene zunachst einzeln in rAAVs zu verpacken und
diese danach in 293T-/ oder HeLa Zellen zu infizieren. Die Einbringung des Tar-
getplasmids (optional zzgl. E1 oder/und E2) erfolgte danach Uber das Ubliche Trans-
fektionsprotokoll. Die Verstarkung der rAAV-Expression sollte durch eine parallele
Superinfektion mit dem Wildtyp des Adenovirus Typ 5 (Ad5wt) erfolgen. Es konnte
beobachtet werden, dass die Verpackung der einzelnen Strukturgene in AAV in 293T
Zellen besser maoglich ist als in HeLa-Zellen (4.3.4). In beiden Zell-Linien konnte au-
Berdem der in der Literatur beschriebene ,Helfer-Effekt* durch Ad5wt bestatigt wer-
den (Lai, Lai et al. 2002), indem jeweils héhere VLP-Ausbeuten als in Ansatzen ohne
Ad5wt bestimmt werden konnten. Da sich die Ausbeuten mit Hilfe dieses Systems
nur knapp Uber den im zuvor beschriebenen Zellkultursystem bewegten, wurde die-
ser Ansatz nicht weiter verfolgt. Es muss weiterhin festgehalten werden, dass die
Herstellung von rAAV ein technisch sehr aufwendiger Prozess ist und daher fur ein
ideales Partikel-Produktionssystem eher ungeeignet ist. Bei der Arbeit mit Ad5wt
missen zudem besondere Sicherheitsvorkehrungen getroffen werden, die zu einer
weiteren Verkomplizierung bei der Produktion infektioser VLPs fuhren.
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5.4 Die Infektion mit ungereinigten Zellextrakten fuhrt zu unspezifi-
schen Transduktionen

Zur Beurteilung, ob die durch Standard-Transfektionen hergestellten VLPs in der La-
ge sind, Zellen zu infizieren, wurden Rohextrakte mittels Zentrifugation vorgeklart
und deren Uberstande in Infektionsversuchen mit Lac-Z-negativen Zell-Linien unter-
sucht (4.4). Dabei konnte beobachtet werden, dass #Gal positive Zellen nicht nur mit
der Versuchs-Kombination L1, L2 und Targetplasmid, sondern auch mit der Kombi-
nation aus L2 und Targetplasmid nachweisbar waren. Da die zuletzt genannte Kom-
bination aber nicht in der Lage sein sollte, infektiose Partikel zu assemblieren und
somit zu spezifischen Transduktionen zu flihren, musste von einer unspezifischen
Ubertragung des Targetplasmids ausgegangen werden. Eine interessante Beobach-
tung war dabei, dass die Transduktion des Targetplasmids selbst bei hohen Nuklea-
se-Konzentrationen von bis zu 0,8ug/pl noch stattfinden konnte. Die Funktionstiich-
tigkeit der verwendeten Nukleasen konnte jedoch in anderen Experimenten bestatigt
werden. Der Vergleich zu bisherigen Publikationen, die sich ebenfalls mit Produkti-
ons- und Infektionsanalysen im papillomaviralen Kontext beschaftigten, ergab, dass
zum Infektions-spezifischen Nachweis Nukleasenbehandlungen mit niedrigerer Kon-
zentration durchgefuhrt wurden (Unckell, Streeck et al. 1997; Zhao, Sun et al. 1998;
Buck, Pastrana et al. 2004). Es wurde daher die Hypothese aufgestellt, dass die
Nukleasen-resistente Targetplasmid-DNA mdglicherweise von Zelldebris oder VLP-
Aggregaten umgeben ist, die den Zugriff der Nukleasen verhindern und gleichzeitig
die Transduktion der Targetplasmid-DNA ermoglichen. Es wurde versucht, die
Transduktion des Targetplasmids durch eine Prainkubation mit neutralisierenden An-
tikbrpern zu beeinflussen. Da aber bei diesbezlglichen Experimenten mit unter-
schiedlichen Antikérpern und Antikérperverdinnungen keine Beeinflussung der
Transduktionsrate beobachtet werden konnte, kann davon ausgegangen werden,
dass die unspezifischen Transduktionen eher durch eine Interaktion zwischen dem
Targetplasmid und HPV16-unspezifischen Strukturen (z.B. Zelldebris) als durch eine
Bindung an (teil-) assembliertes HPV16-Material (Kapsomere, Intermediate, VLPS)
erfolgt.

5.5 Sedimentationsverhalten von VLPs im Saccharosegradienten

Die Vermutung, dass es sich bei den fur die unspezifischen Transduktionen verant-
wortlichen Strukturen mdglicherweise um in Zelldebris oder VLP-Aggregate inkorpo-
rierte Targetplasmid-DNA handelte, flihrte zu der Frage, in wie fern eine Eliminierung
bzw. Separation dieser Kontaminanten mdglich ist. Die diesbezlgliche Methoden-
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analyse friherer Arbeiten ergab, dass flur einen solchen Versuchsansatz vermehrt
auf die Dichtezentrifugation zurlickgegriffen wurde. Die verwendete Zentrifugations-
matrix erstreckte sich dabei von ionischem Casiumchlorid (CsCl) tber nicht-ionische
Saccharose bis hin zur Verwendung von lodixanol (Kirnbauer, Taub et al. 1993; Mul-
ler, Zhou et al. 1997; McCarthy, White et al. 1998; Christensen, Cladel et al. 2001,
Biemelt, Sonnewald et al. 2003; Buck, Pastrana et al. 2004). Bei lodixanol handelt es
sich um eine iodierte Dihexanol-Verbindung, die urspringlich fur die Applikation inji-
zierbarer Rontgen-Kontrastmittel entwickelt wurde. Es ist eine nicht-ionische Sub-
stanz, die einerseits wenige osmotisch wirksame Anteile besitzt und andererseits bei
einer Konzentration von unter 30% keine toxischen Effekte auf Zellen ausuibt
(Andersen, Vik et al. 1995).

Bei den in dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen zur Sedimentationsanalyse von
VLPs wurde von der Verwendung von CsCl abgesehen, weil bekannt war, dass CsCl
(vermutlich aufgrund seiner starken ionischen Eigenschaften) zur Einbul3e der Infek-
tiositat von VLPs fuhren kann (Buck, Pastrana et al. 2004). Bei anderen Arbeiten
konnte beobachtet werden, dass die Aufreinigung von HPV16 VLPs — im Gegensatz
zu BPV1 VLPs — mittels lodixanolgradienten zu einem Uber 97%-igen Verlust des
eingesetzten Virusmaterials fuhrt (Mitteilung Dr.Buck, National Cancer Institute, Be-
thesda, Maryland, U.S.A.). Da Saccharosegradienten neben ihrem nicht-ionischen
Charakter die Mdglichkeit zur Separation aller Assemblierungsstufen von HPV16
VLPs bieten (Leder 2003), wurde diese Technik in dieser Arbeit verwendet. Die Ana-
lyse der Saccharosefraktionen erfolgte in einem ELISA, mit dem verschiedene kon-
formationsspezifische Assemblierungsstufen identifiziert und quantifiziert werden
konnten: Wahrend die Aufreinigung von partikularem Material aus 293T Zellen in der
Dichtezentrifugation moglich war, fihrte der Einsatz der in geringen Mengen vorlie-
genden Kapsidproteine aus 293- oder Cos-Zellen zu einem totalen Verlust dieser
Proteine (4.5.2.2.2.3.2).

In Abh&ngigkeit der verwendeten Saccharosekonzentrationsspanne und der Anzahl
an Fraktionen wurde ein unter der Verwendung der Basiskomponenten (HPV16 L1,
L2 und Targetplasmid; 293T-Zellen) reproduzierbarer Peak in den Fraktionen 1-3
identifiziert (hypothetische PV), der dem folgenden VLP-Peak (Fraktionen 4-6) direkt
vorgelagert war (4.5.2). Des weiteren wurden freie Kapsomere am Ende des Sedi-
mentationsprofils identifiziert (Fraktionen 14-16). Aul3erdem liel3 sich eine weitere,
dem Kapsomer- und VLP-Peak zwischengelagerte Gruppierung identifizieren (Frak-
tionen 11-13), die L1 konformationsspezifische Epitope aufwies. Die Position der in
den Sedimentationsprofilen nachgewiesenen Gruppierungen variierte in Abhangig-
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keit des Refraktionsindexes um 1-2 Fraktionen und entspricht damit Beobachtungen
aus vergleichbaren Untersuchungen (Buck, Pastrana et al. 2004).

Die Gruppierungen der hypothetischen PVs, VLPs, Intermediate und Kapsomere
wurden im Elektronenmikroskop néher untersucht. Diese Analysen ergaben, dass
sowohl der VLP-Peak als auch der hypothetische PV-Peak intakte Kapsidstrukturen
beinhaltete. Der Peak, in dem Intermediate enthalten waren, zeigte keine partikula-
ren Strukturen, sondern im Vergleich zu VLPs etwa halb so grof3e Aggregate. Noch
kleinere Bestandteile wurden bei der elektronenmikroskopischen Analyse des
Kapsomerpeaks identifiziert, die zusatzlich auch mit mutmafilichem Zelldebris ange-
reichert waren.

VLP-Aufreinigungsarbeiten mittels CsCl-Gradienten zeigten, dass leere VLPs ge-
genuber verpackten Pseudovirionen eine geringere Dichte aufwiesen (Zhou, Stenzel
et al. 1993). Daraus folgernd kann dartber spekuliert werden, dass es sich bei den in
dieser Arbeit beobachteten Peaks in den Saccharosefraktionen 1-3 um Pseudovirio-
nen handelt, in denen — im Gegensatz zu den Bestandteilen des VLP-Peaks —
Targetplasmide verpackt sind. Des weiteren kann von den oben beschriebenen Beo-
bachtungen davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem Intermediatenpeak
um Assemblierungs-Zwischenstufen vom Status der Kapsomere zum vollstandig as-
semblierten VLP oder um Aggregate aus Kapsomeren handeln kdnnte. Erstmalige
Hinweise zu solchen Intermediaten nach Dichtezentrifugation wurden erst kirzlich
bei anderen Assemblierungsstudien von HPV16 L1-VLPs (Leder 2003) beschrieben.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Entstehung dieses Peaks unab-
hangig von der Koexpression des L2 mdglich ist. Fur Papillomaviren sind solche In-
termediate aber ansonsten noch nicht beschrieben worden. Fur Polyomaviren indes
gilt die Existenz solcher Zwischenstufen als sicher (Yuen and Consigli 1985). Sonsti-
ge, verkleinerte VLP-Strukturen wurden im Zusammenhang bestimmter HPV16 L1
Mutanten beschrieben. Diese als ,small VLPs" bezeichneten Partikel besitzen eine
andere Symmetrie (T=1), bestehen aus 12 Kapsomeren und haben einen Durch-
messer von ca. 30nm (Chen, Garcea et al. 2000).

Denkbar ist aul3erdem, dass es sich bei diesem zwischengelagerten Peak um Ne-
benprodukte artifizieller Art handelt, die wahrend der Kapsidbildung entstehen kénn-
ten. Dass die Kapsidproteine nicht nur theoretisch zur Bildung solcher Nebenproduk-
ten fihren kdnnten, zeigten Arbeiten mit L1-Mutanten (Florin, Sapp et al. 2002), in
denen beobachtet werden konnte, dass eine zytosolisch lokalisierte L1 Mutante (die
keine Kapside bildet) mit L2 im Zytoplasma komplexiert und in den Nukleus wandern
kann. Im Kontext des HPV16 L1 und L2 konnten Kapsidbildungsnebenprodukte als
irregular kleine Kapside beschrieben werden (Zhou, Sun et al. 1991a; Sasagawa,
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Pushko et al. 1995). Elektronenmikroskopische Untersuchungen in situ konnten die
Existenz solcher Nebenprodukte nicht bestétigen.

Die hypothetischen Pseudovirionen-Fraktionen aus den Saccharosegradienten wur-
den vor den Infektionsversuchen zur Vermeidung osmotischer Effekte gegentber
den Zellen gegen physiologische Puffer dialysiert. Danach wurde versucht, eine
Transduktion des Targetplasmids in Zellen zu erreichen. Es musste allerdings fest-
gestellt werden, dass eine Ubertragung des Targetplasmids unter Verwendung die-
ser Fraktionen nicht mdglich war (4.5.2.1.2). Die ausbleibende Infektion der Zellen
sowie die ausbleibende Expression des Targetplasmids ist evtl. darauf zuriick zu fuh-
ren, dass das Reaktionsvolumen wahrend des Infektionsvorgangs zu grof3 und die
Partikelausbeuten nach der Dichtezentrifugation zu gering waren. Da die Erhéhung
der Partikelausbeuten im Vordergrund stand, wurde versucht, die Ausbeute des
hypothetischen PV-Peaks durch verschiedene Modifikationen des Herstellungs-
Protokolls zu erhéhen. So wurde die Ausbeute der PV- und VLP-Gruppierungen in
Abhangigkeit von verschiedenen Zellaufschlussmethoden untersucht (4.5.2.2.3). In
diesbezuglichen Sedimentationsanalysen konnte beobachtet werden, dass Frier-
Tau-Zyklen zur Aufreinigung des hypothetischen PV- und VLP-Materials mittels Dich-
tezentrifugation im Saccharosegradienten nicht geeignet sind. Als gleichwertig stell-
ten sich dagegen die Aufschlussmethoden mit Ultraschall bzw. Apoptose heraus.
Eine Erhéhung der Ausbeuten schien jedoch unter den vorliegenden Bedingungen
nicht weiter realisierbar.

Daher wurde untersucht, in wie weit Modifikationen des Transfektionsprotokolls zu
einer Erhéhung der Partikelausbeuten nach Saccharoseaufreinigung fihren kdnnten.
Wie bereits unter 5.2.1 erlautert, konnten viele Studien dem zu verpackenden Ge-
nom eine wichtige Rolle beim Kapsidbildungsprozess nachweisen. Daher wurde un-
tersucht, in wie weit die Menge des transfizierten Targetplasmids Auswirkungen auf
die Ausbeute an partikularem Material besitzen wirde. Unter Verwendung des in
dieser Arbeit verwendeten 8kb-Targetplasmids konnte beobachtet werden, dass der
Einsatz von verschiedenen Targetplasmidmengen zu unterschiedlichen Partikelaus-
beuten fuhrt (4.5.2.2.2.1).

Da L2 im vollstandig assemblierten Viruskapsid nicht in gleichen Mengen wie L1 vor-
liegt (Modrow 2003), scheint ein Kontrollmechanismus zur beabsichtigten, quantitativ
differenzierten Expression des L2 wahrscheinlich. Daher wurde untersucht, in wie
fern sich eine Anderung des Mengen-Verhaltnisses der transfizierten HPV16 L1- und
L2-Gene auf die Ausbeute partikularer Strukturen auswirken wirde (4.5.2.2.2.2). Da-
bei konnte beobachtet werden, dass eine Reduktion der transfizierten L2-
Expressionsplasmidmenge um 25-50% eine signifikant erhohte Ausbeute der VLP-
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und PV-Fraktionen nach Dichtezentrifugation zur Folge hatte. Davon ausgehend
kann nicht ausgeschlossen werden, dass zu hohe Mengen an L2 die Assemblierung
von Partikeln inhibieren.

Die durch diese Optimierungen erzielte Erhdhung der partikularen Ausbeuten flihrte
allerdings nach wie vor zu keinen erfolgreichen Infektionen. Daher kann es sein,
dass der Grund fur die ausbleibende Transduktion entweder darin begrindet ist,
dass Saccharose — ebenso wie CsCl — zur Eliminierung der Infektidsitat von Virionen
beitragen kann oder dass durch andere Vorgange der Anteil der potentiell infektibsen
Partikel soweit reduziert wurde, dass eine Infektion nicht mehr nachweisbar ist. Un-
beantwortet blieb dabei die Frage, warum selbst mit allen im Saccharosegradienten
erzielten Fraktionen keine Transduktionen mehr durchfiihrbar waren. Um sicherzu-
stellen, dass die in den vorgeklarten Zellextrakten enthaltene Targetplasmid-DNA
auch nach Dichtezentrifugation noch vorhanden ist, misste zuklnftig ein Nachweis
spezifischer Nukleinsauren mittels PCR erfolgen.

Warum keine Infektion nach Dichtezentrifugation beobachtet werden konnte ist viel-
leicht auch darin begriindet, dass es im Gegensatz zu einer erfolgreichen Internali-
sierung nur zu einer Bindung der VLPs bzw. PVs an die Rezeptoren der Zelle ge-
kommen ist. Elektronenmikroskopische Untersuchungen, in denen Gewebsschnitte
nach unterschiedlich langer Infektionsdauer angefertigt wirden, kénnten zur Klarung
dieser Mdglichkeit beitragen.

5.6 Einfluss von E1 und E2 auf die Replikation des Targetplasmids
und die Verpackung von VLPs

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, eine Verpackung des Targetplasmids in
VLPs mittels Kotransfektion von E1 und/oder E2 zu erreichen (4.3.5.1). Die in der
UTR des Targetplasmids enthaltenen Bindungsstellen fr E1 und E2 sollten sich da-
bei begiunstigend auf die Replikation des Plasmids und die Wechselwirkung mit den
Strukturproteinen auswirken. Eine messbare Erhéhung der Menge an konformati-
onsspezifischen Partikeln konnte jedoch bei Kotransfektion von E1 und/oder E2 nicht
festgestellt werden. Auch andere Untersuchungen ergaben, dass E2 nicht unbedingt
fur die Assemblierung und Verpackung von Papillomaviren benétigt wird. So konnte
gezeigt werden, dass beispielsweise BPV1, HPV33 und HPV18 unabhangig von E2
generiert werden konnen (Unckell, Streeck et al. 1997; Stauffer, Raj et al. 1998;
Buck, Pastrana et al. 2004). Obwohl die Versuche von Stauffer et al. den Effekt von
E2 nicht direkt untersuchten, konnte in der Arbeit von Unckell et al. das mittels VV
Uberexprimierte E2 zu keiner erhéhten Pseudovirionen-Ausbeute fuhren. Untersu-
chungen mit isogenetischen Zell-Linien ergaben, dass HPV16 E2 keinen Effekt auf
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die Transkription episomaler Virus-DNA austbt und dass Chromatin-Strukturen die
Sensitivitat von Promotoren gegenuber E2 bestimmen (Bechtold, Beard et al. 2003).
Diesen Untersuchungen stehen jedoch andere Analysen gegeniber, die auf die
Notwendigkeit von E2 bei der Assemblierung und Verpackung von Papillomaviren
hinweisen: Studien in VV- bzw. Bakulo-Uberexpressions-Systemen ergaben, dass
die Produktion von BPV1 durch die Ko-Expression von E2 verstarkt werden kann
(Zhao, Hengst et al. 2000). Weiter zurlick liegende Untersuchungen zeigten, dass E2
einerseits mehrere Stellen des viralen Genoms sehr stark binden und somit zu einer
verbesserten Verpackung beitragen kann (Androphy, Lowy et al. 1987; Li, Knight et
al. 1989; Hegde 2002) und andererseits in Abhangigkeit von L2 in PODs angerei-
chert wird (Day, Roden et al. 1998). Unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass we-
der einzelne Strukturproteine noch assemblierte VLPs das virale Genom sequenz-
spezifisch binden kénnen (Mallon, Wojciechowicz et al. 1987; Zhou, Sun et al. 1994),
wird vermutet, dass E2 durch nukleére Interaktionen die effektive Zusammenfihrung
von L1, L2 sowie dem zu verpackendem Genom zu einem infektiosem Virion kataly-
siert. Beobachtungen, dass infektiose Virionen aus Rinderwarzen kein E2 beinhalte-
ten, untermauern die Theorie eines indirekt wirkenden, aber fur den Verpackungs-
und Assemblierungsprozess essentiellen E2 (Day, Roden et al. 1998).

Die in den vorliegenden Ergebnissen tatsachlich gemessene Verringerung der VLP-
Ausbeute kdnnte nicht durch E1- oder E2-spezifische Effekte, sondern durch die er-
hohte Anzahl der in diesem Fall kotransfizierten Plasmide zu erklaren sein, die zu
einer verminderten Transfektionseffizienz und somit zu einer verringerten VLP-
Ausbeute gefuhrt haben konnte. Eine weitere Erklarung fir die nicht messbaren
Auswirkungen des E2 kdnnte aber auch darin begrtindet liegen, dass bereits die Ex-
pression des grol3en T-Antigens des SV40 die Funktion des E2 tUbernimmt (siehe
auch 5.7, S.120). Auch fur E1 konnte eine hohe sequenzielle und funktionelle Homo-
logie zum grofRen T-Antigen (T-Ag) des SV40 nachgewiesen werden (Clertant and
Seif 1984; Mansky, Batiza et al. 1997).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse schlieRen die Verpa-
ckungs- und Assemblierungs-relevante Funktion von E2 in terminal differenzierten
Zellen nicht aus, kénnten aber auf einen E2 unabh&ngigen in vitro (und vielleicht
auch in vivo) Assemblierungsmechanismus hinweisen.

5.7 Verbesserung der Kapsidbildung durch Verwendung des Re-
plikationsursprungs und T-Antigens von SV40

Manche der bisher im Rahmen der Synthese und DNA-Verpackung von Papillomavi-
rus-Pseudovirionen durchgefiuihrten Untersuchungen verwendeten einerseits Verpa-

119



Diskussion

ckungsplasmide, die den Replikationsursprung des SV40 beinhalteten, und anderer-
seits Zellen, die das grol3e T-Ag des SV40 exprimieren (Unckell, Streeck et al. 1997).
Durch diese Vorgehensweise sollte sichergestellt werden, dass es auf der einen Sei-
te zu einer hohen Replikationsrate des Verpackungsplasmids und auf der anderen
Seite zu einer mdglichst hohen Verpackungsrate der tUberschissigen Plasmid-DNA
in Pseudovirionen kommt. Wie bereits erwahnt, wurde daher im vorliegenden System
der ,SV40-Ori“ in das Targetplasmid eingesetzt. Im Zusammenhang mit VLP-
Assemblierungs- und Verpackungsanalysen in 293T Zellen, die das T-Ag des SV40
nachweislich exprimierten (4.5.2.2.2.3.1), konnte jedoch keine Replikation des Tar-
getplasmids beobachtet werden (4.3.3). Da die Verpackung von bakteriell hergestell-
ter Plasmid DNA jedoch unabhangig von der Replikation erfolgen kann (Stauffer, Raj
et al. 1998; Buck, Pastrana et al. 2004), wurden die Kapsidbildungs- und Verpa-
ckungsanalysen fortgesetzt. Der Nachweis, ob es tatsachlich zu einer Interaktion
zwischen dem nicht-replizierten Targetplasmid und den Uberexprimierten Kapsidpro-
teinen kommt, kénnte in zuklnftigen Versuchen mittels Southwestern-Blot-Analytik
(Moreland, Montross et al. 1991; Li, Cripe et al. 1997; Touze, Mahe et al. 2000) fest-
gestellt werden.

In Experimenten zur Funktionsweise des T-Ag wurde entdeckt, dass es in 293T Zel-
len aufgrund von SpleiRvorgangen, die die mRNA Synthese des kleinen t-Antigens
beglnstigen, nur in geringen Mengen exprimiert wird (Fu and Manley 1987; Cole
2001). Diese Theorie wirde die Beobachtung in dieser Arbeit erklaren, warum keine
Replikation des Targetplasmids gemessen werden konnte. Im Widerspruch dazu
stehen allerdings Immunfluoreszenz-Untersuchungen, in denen sowohl bei 293T als
auch bei T-Ag-uberexprimierenden 293TT Zellen (Buck, Pastrana et al. 2004) eine
hohe Expression des T-Ag nachgewiesen werden konnte. Aul3erdem fihrte die zu-
satzliche Transfektion eines separaten T-Ag Expressionsplasmides nicht zu einer
indirekten Erhohung der VLP-Ausbeute. Ausgehend von diesen Beobachtungen
kbnnte es aber auch sein, dass erst bestimmte Mengen an T-Ag exprimiert werden
missen, bevor es zu einer funktionellen Replikation des Targetplasmids kommt.

Eine interessante Hypothese besteht darin, dass das nicht-strukturelle, grof3e Anti-
gen des SV40 in Bezug auf dessen Rolle beim Verpackungs- und Assemblierungs-
prozess funktionelle Analogien gegeniber E2 besitzt (Day, Roden et al. 1998; Stauf-
fer, Raj et al. 1998): Das T-Antigen ist ein Transkriptions- bzw. Replikationsfaktor,
der einerseits das virale Genom binden und andererseits mit PODs assoziieren kann
(Jiang, Szekely et al. 1996). Ein fir die DNA-Verpackung notwendiges Signal, das
auf dem Genom des SV40 lokalisiert ist, konnte auch im Kontext papillomaviraler
DNA identifiziert werden; dieser DNA-Abschnitt enthalt die T-Antigen bindenden Stel-
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len (Oppenheim, Sandalon et al. 1992). Der in dieser Arbeit verwendeten Zell-Linie
293T konnte die stabile Expression des T-Ag mittels Immunfluoreszenz nachgewie-
sen werden (4.5.2.2.2.3.1). Zusammen genommen mit den zuvor beschriebenen
Entdeckungen konnte somit erklart werden, warum in der vorliegenden Arbeit kein
E2-Effekt bezlglich der VLP-Ausbeute gemessen werden konnte (siehe 5.6).

Es kann weiterhin dariiber spekuliert werden, dass es im SV40 Ori des verwendeten
Targetplasmids zu einer Mutation gekommen ist, die die Funktionsttichtigkeit des Ori
einschrankt und dazu fuhrt, dass das Targetplasmid nicht repliziert wird. Diesbeziig-
lich kbnnten Sequenzanalysen der entsprechenden Region auf dem Targetplasmid
einen wichtigen Beitrag zur Beantwortung dieser Hypothese leisten.

5.8 Verlust von VLPs wahrend den Praparations- und Aufreini-
gungszyklen

Ein generelles Problem bei der Bearbeitung der vorliegenden Arbeit war die kurzfris-
tige Haltbarkeit der Virus-&hnlichen Partikel. Dieses Problem tauchte auch bei ande-
ren Projekten auf, die sich mit anderen Analysen von Virus-ahnlichen Materialien be-
schaftigten (personliche Mitteilungen Dr. Leder, B. Aengeneyndt, T. Peiler,
Dr.Schenck, DKFZ-Heidelberg). Damit bei allen anfallenden Untersuchungen im
Rahmen der Assemblierungs- und Verpackungsanalysen von VLPs mit dem selben
Ausgangsmaterial gearbeitet werden konnte, musste die Loésung, in der die VLPs
extrahiert bzw. gelagert werden, chemisch moglichst optimal zusammengesetzt sein.
Da aber schatzungsweise mehr als 70% der urspringlich im Western-Blot oder
ELISA nachgewiesenen L1 und L2 Proteine nach bereits 3 Wochen Lagerung nicht
mehr nachgewiesen werden konnten, musste vom Zeitpunkt der Zellernte nach
Transfektion an eine mdglichst ununterbrochene Durchfiihrung aller notwendigen
Testverfahren erfolgen. Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass es bereits
nach wenigen Tagen zu Verlusten des konformationsspezifischen viralen Materials
kommt. Ein besonders hoher Verlust von partikularem Material war nach Durchfih-
rung der Dichtezentrifugation im Saccharosegradienten zu verzeichnen. In den resul-
tierenden Sedimentationsprofilen konnten unerwartet hohe Anteile an Kapsomeren
Strukturen bestimmt werden, wahrenddessen die Ausbeuten an VLP- und den hypo-
thetischen PV-Fraktionen relativ gering ausfielen. Versuche, die im ELISA nachge-
wiesenen Fraktionen in speziell dafir vorgesehenen Konzentratoren aufzukonzent-
rieren, fihrten auRerdem zu der Beobachtung, dass nach erfolgter Zentrifugation der
zu konzentrierenden LOsung keine L1 konformationsspezifischen Strukturen mehr
nachweisbar waren. Dies legte die Vermutung nahe, dass die partikularen Strukturen
entweder in einem die Degeneration von konformationsspezifischen Material for-
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dernden Puffer gelést waren oder dass es zu unspezifischen Bindungen des partiku-
laren Materials an die Oberflachen der verwendeten Reaktionsgefalle gekommen
sein musste.

Frihere Studien, die sich mit der Assemblierung und Disassemblierung von BPV Vi-
rionen beschéftigt haben, wiesen auf eine Rolle von Kalzium zur Stabilisierung von
VLPs hin (Paintsil, Muller et al. 1998). Ein wichtiges Ergebnis dieser Studien bestand
allerdings auch darin, dass Virionen, die durch Kalzium induzierte Reassemblierung
von Kapsomeren entstanden sind, eine um 500-fach geringere Infektiositat aufwei-
sen als die Kontrollgruppe. Ebenso ist bekannt, dass VLPs bei geringer ionischer
Stringenz bis zu dem Punkt aggregieren, an dem sie in der Losung préazipitieren
(Volkin 2002). Dass hoch aggregierte HPV11 VLPs eine sehr schlechte in vitro Anti-
genitat besitzen, ist im Ruckschluss ein weiterer Hinweis auf die Wichtigkeit der rich-
tigen Pufferzusammensetzung. Studien zur intermolekularen Wechselwirkung zwi-
schen HPV33 L1 und L2 zeigten, dass sich das Assoziationsverhalten von L2 in Ab-
hangigkeit von NaCl-Konzentrationen verandern kann (Sapp, Volpers et al. 1995). In
der Literatur werden zur Vermeidung von VLP-Aggregaten auf3er der Verwendung
von NaCl-Konzentrationen im Bereich zwischen 150mM und 1M keine besonderen
Bedingungen zur langeren Haltbarkeit von VLPs propagiert (Sasagawa, Pushko et al.
1995; Meyers, Mayer et al. 1997; McCarthy, White et al. 1998; Finnen, Erickson et al.
2003).

Bei der Aufarbeitung von VLPs aus Zellsedimenten nach Transfektion wurde der in
dieser Arbeit verwendete VLP-Extraktionspuffer mit einmolarer NaCl-Konzentration
(2.4.6) sowohl fur die Extraktion der VLPs aus Zellen als auch zur Langzeitlagerung
verwendet.

Publizierte Protokolle zur Aufreinigung von VLPs mittels Dichtezentrifugation ver-
wendeten Casiumchlorid (CsCl), lodixanol oder Saccharose als Zentrifugationsmatrix
(Kirnbauer, Taub et al. 1993; Muller, Zhou et al. 1997; Christensen, Cladel et al.
2001; Biemelt, Sonnewald et al. 2003; Buck, Pastrana et al. 2004). Aus den bereits
unter 5.5 erwahnten Griinden wurden in dieser Arbeit Dichtezentrifugations-Analysen
mittels Saccharosegradienten durchgefiihrt. Die aus den Saccharosegradienten er-
zielten Partikelfraktionen wurden in den jeweiligen Fraktionsgeféa3en bei 4°C gela-
gert, so dass die in anderen Arbeiten bereits bei Raumtemperatur gemessene Dege-
neration von VLPs ausgeschlossen werden konnte. Daher wurde dartiber spekuliert,
dass der Verlust der VLPs mdglicherweise durch die Verwendung des in der Prapa-
ration verwendeten (polypropylenhaltigen) Gefal3-Materials zustande kam. Wahrend
der Durchfuihrung der vorliegenden Arbeit wurde dieser Hypothese aber nicht weiter
nachgegangen. Eine aul3erst interessante Studie zum Verlust von VLPs in Abhan-
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gigkeit der verwendeten Puffer und GefalRmaterialien wurde erst kirzlich 6ffentlich
(Volkin 2002). In diesen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Extraktion und La-
gerung von VLPs in polypropylenhaltigen Reaktionsgeféaf3en nur in Ammoniumsulfat-
puffern in Kombination mit bestimmten, nicht-ionischen Tensiden (50mM MOPS,
pH7.0, 0,4M (NH,).S0O4, 0,1% Tween80) zu sehr geringen Verlusten von VLPs flhrt.
Der Verlust von VLPs unter der Verwendung von NaCl-Puffern, die der Zusammen-
setzung der in dieser Arbeit verwendeten sehr nahe kommen, konnte von Volkin et
al. nur durch den Einsatz von Polystyrol-haltigen Materialien vermindert werden. Ein
weiterer interessanter Aspekt dieser Arbeiten ist, dass die Verwendung von Stan-
dard-Dialysemembranen zu einem 50-60%-igen Verlust von HPV11 VLPs fuhrten.
Unter der Voraussetzung, dass das Oberflachenbindungsverhalten von HPV16 VLPs
dem der HPV11 VLPs gleicht, kann folgender Zusammenhang von grol3er Bedeu-
tung sein: Bevor die in dieser Arbeit verwendeten Fraktionen der Saccharosegradien-
ten bei Infektionsversuchen mit Lac-Z negativen Zellen eingesetzt wurden, erfolgte
zur Vermeidung osmotischer Effekte eine Dialyse gegen PBS. Unter der auf den
ELISA Ergebnissen basierenden Annahme einer geringen Anzahl an infektiossem
Material in den jeweiligen Fraktionen, kdnnte es durch unspezifische Bindungen von
VLPs an die Dialysemembran zu einem hohen Verlust des viralen Materials gekom-
men sein. Damit konnte die Beobachtung erklart werden, warum im Fortgang dieser
Versuche keine erfolgreichen Transduktionen des Targetplasmids erreicht werden
konnten.

AulRerdem konnte in den von Volkin et al. durchgefiihrten Untersuchungen neben der
Konzentration der VLPs in Ldsung ein Flachen/Volumen-Verhaltnis des VLP-
Losungsbehaltnisses als kritischer Faktor beim Titerverlust von VLPs bestimmt wer-
den. Unter der Einhaltung der in diesen Untersuchungen getroffenen Erkenntnisse
beschreiben die Autoren eine VLP-Haltbarkeit von bis zu 2 Jahren.

Zusammen betrachtet ist es wahrscheinlich, dass viel hohere VLP- und vielleicht
auch hypothetische PV-Anteile nach Dichtezentrifugation unter Verwendung der
oben genannten Puffer und Materialien bestimmt werden kénnen. Die Gefahr des
Verlustes von VLPs durch den Dialyseprozess kann maoglicherweise durch die drei
folgenden Verbesserungen reduziert werden:

1. Verwendung von Dialyseschlauchen geeigneten Materials (s.0.)

2. Einsatz von Polystyrol-haltigen Reaktionsgefal3en

3. Verwendung von Polystyrol-haltigen Konzentratoren, in denen die VLP-L6sung nur
kleinen Dialysemembranflachen ausgesetzt sind
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Der Ansatz einer mdglichst zellphysiologisch orientierten, chemischen Nachbehand-
lung der Dialysemembranen konnte zudem evtl. noch adsorbierte VLPs wieder in
Lésung bringen.

5.9 Ausblick

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zur Herstellung von infekti-
0sen HPV16 VLPs auf Basis humanisierter L1-, L2-Gene sowie eines Verpa-
ckungsplasmids werfen zahlreiche neue Fragen auf. Im Rahmen der Entwicklung
eines effizienten Produktionssystems fir HPV16 Pseudovirionen stellt sich insbeson-
dere die Frage, in wie fern eine Erh6hung der Produktionseffizienz sowie die Mini-
mierung von Praparations-bedingten Verlusten an Virusmaterial zu spezifischen In-
fektionsereignissen fihren kann.

Die Fahigkeit zur Infektion kdnnte die unter einfachen Zellkulturbedingungen herge-
stellten Pseudovirionen zu einem auf3erst nitzlichen Mittel bei der Analyse von Vi-
rusaufnahme- bzw. Virusprozessierungs-Vorgangen sein. Hochtitrige Pseudovirio-
nen-Stocks konnten beispielsweise dazu benutzt werden, neutralisierende Antikérper
gegen Papillomaviren zu identifizieren und zu charakterisieren. Aul3erdem kdnnte
erforscht werden, in wie fern geringe Modifikationen am genetischen viralen Material
zu Anderungen im Infektionsverhalten der HPV16 filhren konnen. GroRe Mengen
infektioser Pseudovirionen kénnten zudem ein Screening nach potentiellen Rezep-
tormolekllen des zellularen Apparates ermdglichen, die bei der Bindungs- und Inter-
nalisierungsphase der Viren durch die Zelle beteiligt sind. Aber auch im Bezug auf
die Entwicklung prophylaktischer Therapieansatze konnten hochtitrige Pseudovirio-
nen einen wichtigen Beitrag leisten: So wurde bereits in friheren Arbeiten gezeigt,
dass Immunantworten durch die Wechselwirkung von L1-Kapsiden mit professionel-
len Antigen-prasentierenden Zellen (z.B. Dendritischen Zellen) beeinflusst werden
konnen (Lenz, Day et al. 2001; Rudolf 2001). AuRerdem wurde bei Pseudovirionen
beobachtet, dass sie potente Induktoren von Schleimhautbezogener und systemi-
scher Immunitat sind (Shi, Liu et al. 2001). Aktuelle klinische Studien, die sich mit der
Immunisierung von HPV16 VLPs beschaftigen, scheinen zu einem Durchbruch in der
prophylaktischen Immunisierung zu fuhren (Koutsky, Ault et al. 2002). In der Weiter-
entwicklung dieser viel versprechenden Ansatze ware die Etablierung von Kombina-
tionsimpfstoffen interessant, in denen infektiose Pseudovirionen als Transportmittel
fur bereits entwickelte Vakzinen, Schlissel-Proteine anderer Krankheitserreger oder
sonstiger Stoffklassen dienen kénnten. Die Beantwortung daraus resultierender Fra-
gen wie die nach der Kapazitatsgrenze solcher Kombinationsvakzinen oder nach der
Verpackungs-modulierenden DNA-Gro3e von Plasmiden machen die Weiterverfol-
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gung dieses Themas spannend und kdnnen zur Machbarkeit dieser Ansétze beitra-
gen.

Der in dieser Arbeit unter standardisierten Zellkulturbedingungen entwickelte Ansatz
zur Produktion von VLPs durch kodon-optimierte Strukturgene ist viel versprechend
und kann einen wichtigen Beitrag zur Erforschung des Partikelassemblierungspro-
zesses leisten. Die Weiterverfolgung dieses Ansatzes, insbesondere die Gewinnung
funktioneller Pseudovirionen durch weitere methodische Verbesserungen, konnte
neben der Klarung von Prozessen bei und nach Virusaufnahme in die Zelle zu einem
wichtigen Hilfsmittel bei der Entwicklung von prophylaktischen Impfstoffvarianten fih-
ren.
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6. Zusammenfassung

Die weltweit verbreiteten Papillomaviren sind kleine unbehullte DNA-Viren, die eine
ausgepragte Wirts- bzw. Gewebsspezifitdt besitzen und sich ausschlief3lich in den
oberen Schichten von Haut- und Schleimhautepithelien vermehren. Die Infektion die-
ser Viren verlauft beim Menschen in der Regel inapparent, kann aber in Abhangigkeit
vom Virustyp auch zur Entstehung der zweithdufigsten Krebsart bei Frauen — dem
Zervixkarzinom — fuhren.

Das Virusgenom wird von mehreren Kopien der zwei Strukturproteine L1 und L2 ein-
geschlossen und bildet somit die infektiobse Einheit. Die genauen Ablaufe beim
Kapsidassemblierungs- und Verpackungsprozess sowie die Vorgange bei der Auf-
nahme und Prozessierung der Viren sind noch weitgehend ungeklart. Die Mdglichkeit
zur kunstlichen Herstellung dieser Viren ist eine wichtige Voraussetzung zur Erfor-
schung der zuvor genannten Prozesse, bei denen grof3e Mengen an infektiosem Vi-
rusmaterial benotigt werden. Die Herstellung dieser Viren im Labor hat sich aber als
kompliziert erwiesen, da die Expression der Strukturproteine sehr stark reguliert und
eng mit dem Differenzierungsprogramm der Zelle verknlpft ist. Bis heute wurde eine
Vielzahl an Produktionssystemen entwickelt, deren Nachteile v.a. durch geringe
Ausbeuten, hohen technischen Aufwand oder durch unkontrollierbare Beeinflussun-
gen des zellularen Programms gekennzeichnet sind. Die Modifikation bestimmter
Kodons der spaten Gene erwies sich im Vorfeld dieser Arbeit als ein entscheidendes
Werkzeug zur Durchbrechung der strikten Expressionsregulation.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, in wie fern und in wel-
chen Mengen die Herstellung von Virus-&hnlichen Partikeln in einfachen Zellkultur-
systemen unter Verwendung der kodon-optimierten Strukturgene maéglich ist. Ein ein-
faches und zugig durchfihrbares Verfahren zur Herstellung von humanisierten VLPs
in Saugetierzellen konnte im Folgenden entwickelt werden. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die VLPs am besten in 293T Zellen durch Kotransfektion herzustellen sind
und dass die Menge der transfizierten Einzelkomponenten (hL1, hL2 und Verpa-
ckungsplasmid) zueinander entscheidende Auswirkungen auf die zu erwartende Ge-
samtmenge an VLPs besitzen. Die zuséatzliche Transfektion von E1 oder E2, die
bezgl. ihrer Beteiligung am Assemblierungs- und Verpackungsprozess fir Papilloma-
viren zur Diskussion stehen, konnte unter den verwendeten Bedingungen keinen Bei-

trag zur Effizienzsteigerung des Produktionssystems leisten.
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Die reproduzierbaren VLP-Ausbeuten konnten mit Hilfe eines bereits entwickelten
ELISA-Systems (,capture-ELISA®) quantifiziert und mit Standardproduktionstechni-
ken verglichen werden. Daneben stellte sich heraus, dass im Rahmen von Sedimen-
tationsanalysen im Saccharosegradienten insgesamt betrachtet Apoptose oder/und
Ultraschall die am besten geeigneten Zellaufschlussmethoden sind, wenngleich
Frier/Tau-Zyklen die effektivste Herauslosung von Strukturproteinen aus Zellen be-
wirken konnten. Weiterhin wurde eindeutig nachgewiesen, dass die Verwendung von
vorgeklartem Zell-Lysat in Infektionsexperimenten unter der Beachtung korrekter
Kontrollen lediglich zu unspezifischen Transduktionen des verpackten Plasmids flhrt.
Schlie8lich konnte auch die Inkubation von virusneutralisierenden Antikérpern die
unspezifische Transduktion der verpackten (Reporter-) DNA nicht beeinflussen, wo-
durch eine Beteiligung von kapsidartigen Strukturen beim beobachteten Transdukti-
onsprozess ausgeschlossen werden konnte.

Im zweiten Teil wurde verfolgt, in wie fern eine weitere Aufreinigung der Zell-Lysate
von Noéten ist, um die moglicherweise fur die unspezifische Transduktion verantwort-
liche — DNase bzw. RNase resistente — DNA zu eliminieren. Durch den Einsatz von
Sedimentationsanalysen konnten somit voneinander unterscheidbare, morphologi-
sche Assemblierungsgruppen identifiziert und quantifiziert werden. Es konnten Kap-
somer-, Intermediaten- und VLP-Fraktionen identifiziert und visualisiert werden. Au-
Rerdem konnte eine zusatzliche, bisher unbeobachtete Fraktion ermittelt werden, die
der VLP-Fraktion stets vorgelagert war. Dabei kdnnte es sich mdglicherweise um
Fraktionen handeln, in denen VLPs enthalten sind, in die das eingesetzte Tar-
getplasmid verpackt ist (PVs). Der Nachweis von konformationsspezifischen Eigen-
schaften dieser Fraktion(en) konnte mittels ELISA bestatigt werden. Weder die Auf-
konzentrierung dieser hypothetischen PVs noch die erfolgreiche Transduktion von
Zellen mit diesen Fraktionen konnte bisher erzielt werden.

Der in dieser Arbeit unter standardisierten Zellkulturbedingungen entwickelte Ansatz
zur Produktion von VLPs durch kodon-optimierte Strukturgene ist viel versprechend
und kdnnte einen wichtigen Beitrag bei der Erforschung des Partikelassemblierungs-
prozesses leisten. Auch die bisher noch nicht gelungene Herstellung funktioneller
Pseudovirionen konnte sich durch weitere methodische Verbesserungen zu einem
wichtigen Mittel zur Klarung der Prozesse bei und nach Virusaufnahme in die Zelle

entwickeln.
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7. Abklrzungsverzeichnis

A
AAV
AB
Abb.
ABTS

Ad
AIN
AK
Amp
ATTC
APS
AS

B
BPV
BSA

bp (Bp)
BV
bzgl.
bzw.

C
cDNA
CIN

CIP
CmV
COPV
CRPV
Cy3
CX

D

d

diF
DAPI
DKFZ

DMEM
DMSO
DNA

DNase

E. coli
ECL

Adeno-assoziiertes Virus
»-apoptotic bodies*

Abbildung

2,2'-azino-di-(3 ethylbenzthiazolinsulfatige
Saure)

Adenovirus

anale intraepitheliale Neoplasie
Antikorper

Ampicillin

American Type Culture Collection
Ammoniumpersulfat
Aminosaure(n)

Bovines Papillomavirus
Rinderserumalbumin (bovine serum
albumin)

Basenpaare

Bakulovirus

bezuglich

beziehungsweise

komplementéare DNA zur mRNA
zervikale intraepitheliale Neoplasie
(cervical intraepithelial neoplasia)
Calf Intestine alkaline Phosphatase
Cytomegalovirus

Canine oral papillomavirus
Cottontail Rabbit Papillomavirus
Indocarbocyanin

Karzinom(e)

Durchmesser

direkte Immunfluoreszenz
4’,6’-Diamino-2-phenyl-indoldihydrochlorid
Deutsches Krebsforschungszentrum
Heidelberg

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxribonuklease

Escherichia coli
Enhanced Chemiluminescence
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EDTA
ELISA
EM
EtBr

F
FCS
FITC
Fr.

G
GC-Gehalt
GU-Haufigkeit

H

h

H,O
H-0,
HIV
hnRNA
HPV
HRP

HSV

i
IF
IPTG
IRES

kan
Kan
kb

kDa

LB
Isg.

MRNA

ODsoonm

ORF
Ori

Ethylendiamintetraacetat

Enzym Linked Immunosorbent Assay
Elektronenmikroskop(ie)
Ethidiumbromid

Serum fotaler Kalber (fetal calf serum)
Fluoreszeinisothiocyanat
Fraktion

Gehalt an Guanin und Cytosin
Haufigkeit an Guanin und Uracil

Stunden

HPLC gereinigtes bidestiliertes Wasser
Wasserstoffperoxid

Humanes Immundefizienz Virus
heterogene nukleare RNA
humanpathogenes Papillomvirus
Meerettich-Peroxidase (horse radish
peroxidase)

Herpes-simplex-Virus

indirekte Immunfluoreszenz
Immunfluoreszenz
Isopropylthiogalaktosid
Internal Ribosome Entry Site

Gen fur Kanamycinresistenz
Kanamycin

Kilobasenpaare

Kilodalton

Luria Broth
Lésung

Milli
Boten-RNA (messenger-RNA)

optische Dichte bei einer Wellenlange von
600nm

Offener Leserahmen (open reading frame)
Replikationsursprung (origin of replication)
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P

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase
chain reaction)

PML promonocytic leukemia protein

POD PML onkogene Domane

PV Pseudovirion

PVs Pseudovirionen

PVDF Polyvinylidendifluorid

Pwo Pyrococcus woesei

R

rAAV rekombiniertes Adeno-assoziiertes Virus

RI Reinfektions(experiment)

RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur

RV Retroviren

S

S.cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SB Southern Blot

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE Denaturierende Polyacrylamidgelektropho-
rese

SFV Semliki Forest Virus

SNRNP kleine nukleére Ribonukleoproteinpartikel
(small nuclear ribonucleoprotein particle)

SRV Simian Retrovirus

StSp. Staurosporin

SV40 Simian Virus Typ 40

SV40ori Sequenz Uber Ursprung der Replikation (ori-
gin of replication) des SV40

T

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

T-Ag SV40 T-Antigen

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N",N"Tetramethylethylendiamin

Tris Trios(hydroxymethyl)-aminomethan

U

u/N Uber Nacht

upm Umdrehungen pro Minute

UTR untranslatierte Region

uv ultraviolett

U internationale Enzymeinheit der Aktivitat

(units)
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viv
\AY]
VIN
VLP
VLPs
vol.

WB

w/w

X-Gal

Volumenprozent

Vaccinia Virus

intraepitheliale Neoplasie der vulva

Virus ahnliches Partikel (virus like particle)
Virus ahnliche Partikel (virus like particles)
Volumen

Western Blot
Wildtyp
Gewichtsprozent

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-p-D-Galactosid
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