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1 Zusammenfassung

Virusanaloge Partikel (VLPs) des viralen Hullproteins Polyoma-VP1 stellen
eine Proteinhille mit dem Durchmesser von ca. 45 nm, die in Grof3e und
strukturellem Aufbau der natirlichen Virushille des intakten Polyomavirus
gleicht. Sie konnen als Vehikel zur Ubertragung heterologer DNA in
eukaryontische Zellen verwendet werden. Dieser Gentransfer erfolgt zelltyp-
unspezifisch und beruht auf der Wechselwirkung von Polyoma-VP1 mit
Sialinséduren, welche auf der Oberflache aller Sugerzellen vorhanden sind.
Aufgrund dieser Wechselwirkung konnen VLPs von PolyomaVP1
anschlief?end von den Zellen aufgenommen werden. Damit sind die VLPs von
Polyoma-VP1 potentiell as Vektorsystem fir die Applikation in der
Gentherapie oder anderer molekularer Therapien geeignet. Allerdings ist es
bei diesen Anwendungen haufig winschenswert, ausschliefdlich bestimmte
Zellen wie etwa Tumorzellen zu therapieren; dies ist mit den beschriebenen
VL Ps des Wildtyp-Polyoma-VP1 nicht moglich.

Ziel des Projektes war die Konvertierung der VLPs von PolyomaVP1 von
einem zelltyp-unspezifischen zu einem zelltyp-spezifischen Vektorsystem.
Dies erforderte sowohl die Inhibition der natirlichen Zellbindung von VP1 als
auch die Hestellung neuer Varianten mit  zelltyp-spezifischen
Bindungseigenschaften. Als zelltyp-spezifisch bindende Moleklle wurden
tumor-spezifische Antikorper(fragmente) eingesetzt. Um diese Antikorper auf
der Oberflache der VLPs zu koppeln, mussten geeignete Bindungsmodule in
die VLPs von Polyoma-VPL integriert werden. In einer Modellstudie wurde
mit Hilfe der Insertion der bakteriellen Dihydrofolatreduktase (DHFR) in VP1
der HI-Loop des viralen Proteins als ideale Insertionsstelle identifiziert, da in
dem entsprechenden Fusionsprotein beide Partner strukturell und funktionell
intakt waren. Zudem befindet sich der HI-Loop oberhalb der Bindungsstelle

fur Sainsaure, eine Modifikation hier fuhrte zur Blockierung dieser
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Bindungstelle. Die Ergebnisse dieser Modellstudie implizierten folglich, dass
der HI-Loop von VP1 as Ort von Mutagenesen sehr gut geeignet ist, um die
Oberflache der VLPs strukturell und funktionell zu verandern.

Um tumor-spezifische Antikorper an der Oberflache der VLPs zu koppeln,
wurden zwel verschiedene VP1-Varianten mit Insertionen im HI-Loop
konstruiert, zum einen eine Fusion mit der Antikorper-bindenden Domaéne
Protein Z und zum anderen durch eine Insertion eines polyionischen Peptides,
welches eine spezifische Assoziation mit einem Antikorperfragment erlaubt,
welches mit einem komplementér geladenen Peptid fusioniert wurde. Das
Fusionsprotein aus VP1 und Protein Z, VP1-Z, war strukturell und funktionell
intakt, lediglich die Bindung von VP1 an Sialinsaure war wie auch bel der
Variante VP1-DHFR inhibiert. Durch Bindung an die Z-Doméne konnten auf
der Oberflache der VLPs von VP1-Z Antikorper gebunden werden. Diese
Bindung fuhrte in Abhangigkeit des verwendeten Antikorpers, z.B. des tumor-
spezifischen Antikorpers Herceptin, und der Expression des entsprechenden
Antigens, ErbB2, auf verschiedenen Zelltypen zu einem sehr effizienten,
zelltyp-spezifischen targeting der Partikel. Nach Komplexierung der Partikel
mit einem GFP-codierenden Plasmid konnte dartber hinaus in enem
beschrankten Umfang ein funktioneller Gentransfer in die jeweiligen Zellen
nachgewiesen werden.

Neben VP1-Z wurde eine weitere Variante von Polyoma-VP1 erzeugt, welche
eine kovalente Kopplung von Antikorperfragmenten mit Hilfe polyionischer
Fusionspeptide gestattet. Zu diesem Zweck wurde der HI-Loop von VP1 um
das Peptid EgC erweitert (VP1EC); das Fv-Fragment des Antikorpers B3,
welcher gegen den Tumormarker Lewis'Y gerichtet ist, wurde mit dem Peptid
RsC versehen. Die Wechsewirkung dieser beiden polyionischen
Fusionspeptide fuhrte zu einer spezifischen Assoziation des Fv-Fragmentes
mit VP1EsC. Auch dieses Konstrukt war in der Lage, mit den VLPs

assoziierte, heterologe DNA zelltyp-spezifisch in Zellen zu transferieren.
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Allerdings erwies sich hier wie auch bei der VP1-Z-vermittelten Transduktion
der Gentransfer als weitaus weniger effizient als das zelltyp-spezifische
targeting. Die Ursachen fir diese Diskrepanz liegen in einer lysosomalen
Degradation der von den Zellen internalisierten Partikel und einer nur
geringen Kapazitét der VLPsvon VP1EgC fir den DNA-Transport.

Trotz dieser Limitationen ist es in diesem Projekt zum ersten Ma gelungen,
auf Basis der VLPs von Polyoma-VP1 ein zelltyp-spezifisches Vektorsystem
zu entwickeln. Dartber hinaus wurde ein Verfahren entwickelt, das es
ermoglicht, Nukleinsauren nicht nur unspezifisch an préaassemblierte VLPs zu
binden - die derzeit tibliche Methode fUr den Transport von DNA durch VLPs
-, sondern sie wahrend der Assemblierung von VP1 zu VLPs in diese zu
verpacken. Damit steht nun ein zelltyp-spezifisches Vektorsystem zu
Verfigung, das als Grundlage fir die weitere Entwicklung von Polyoma
VLPs zur Anwendung in der Gentherapie dienen kann.

Eine Alternative zur Verwendung tumor-spezifischer Antikorper im Rahmen
eines zelltyp-spezifischen targeting eines Vektorsystems besteht in der
unmittelbaren Kopplung solcher AntikOrper an biologisch aktive Molekile
wie etwa Proteintoxine. Um solche Immunotoxine mit hochster biologischer
Aktivitét und gleichzeitig geringen Nebenwirkungen identifizieren zu kénnen,
ist es notwendig, Antikorper unterschiedlicher Spezifitéten mit verschiedenen
Toxinen zu kombinieren. Diese Flexibilitdt wird ermoglicht durch en
neuartiges Design von Immunotoxinen, bei denen das Antikorperfragment und
das Toxin mittels polyionischer, Cystein-haltiger Peptide konjugiert werden.
So konnte ein Immunotoxin aus dem Fv-Fragment dsFv-B3-RgC und einer
Variante des Pseudomonas Exotoxins EgC-PE38 hergestellt werden. Dieses
Immunotoxin zeigte in Zellkulturexperimenten dieselbe cytotoxische Aktivitét
und Spezifitdt wie ein Immunotoxin, welches als Fusionsprotein aus den

gleichen Komponenten hergestellt wurde.



2 Einleitung

Mit zunehmender Kenntnis der in Zellen ablaufenden biophysikalischen
Prozesse und deren Regulation auf molekularer Ebene wird es moglich,
Krankheiten mit Hilfe molekularer Therapieformen zu heilen. Wahrend
klassische Therapien vielfach auf dem Einsatz niedermolekularer Wirkstoffe
beruhen, greift die moderne Medizin nun auf biologische Makromolektile as
Therapeutika zurtick. Dies konnen sowohl natlrlich vokommende Proteine
oder Nukleinsduren als auch biotechnologisch generierte Proteinkomplexe
sein. Das Design solcher, tellweise komplex strukturierter und medizinisch
wirksamer Therapeutika auf Basis von Proteinen und/oder Nukleinsduren

stellt eine grof3e Herausforderung an die molekulare Biotechnologie dar.

2.1 Proteintherapie

Die fortschreitende Entwicklung auf den Gebieten der Molekularbiologie und
Biotechnologie fuhrte in den letzten Jahren zur rekombinanten Produktion
verschiedener humaner Proteine fir die therapeutische Anwendung.
Eingeleitet mit der Einfuhrung des rekombinant hergestellten, humanen
Insulins (Ahrens et al., 1986), sind inzwischen Uber 100 Proteine as
Therapeutika verfiigbar.

Allerdings ist der therapeutische Einsatz von Proteinen bisher beschrénkt, da
den Proteinen im allgemeinen zwei wesentliche Eigenschaften fehlen: zum
einen wirken sie in der Regel nicht zelltyp-spezifisch, und zum anderen sind
sie nicht in der Lage, tber die Zellmembran zu gelangen und so ihre Wirkung
direkt intrazelluldr zu entfalten (Russell und Clark, 1999). Um diese Probleme

zu l6sen und somit das Wirkungsspektrum von Proteinen zu erweitern, werden
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artifizielle Fusionsproteine konstruiert, bel denen zell-bindende Proteine mit
den medizinisch wirksamen Proteinen fusioniert werden. So fihrte die Fusion
des Nerven-Wachstumsfaktors (NGF) mit Transferrin zu einer effizienteren
Aufnahme des Fusionsproteins in Zellen des zentralen Nervensystems im
Vergleich zu der des isolierten NGFs (Park et al., 1998). Fur den Bereich der
Tumortherapie werden Immuntoxine entwickelt (Kreitman, 1999; Brinkmann
et al., 2001). Diese bestehen aus tumor-spezifischen Antikorper(fragmenten),
welche mit einem Proteintoxin wie etwa dem Diphtheria Toxin, Pseudomonas
Exotoxin oder Ricin fusioniert werden. Eine Anzahl dieser Immuntoxine wird
derzeit in klinischen Studien auf ihre Wirksamkeit untersucht (Brinkmann et
al., 2001); das fur die Behandlung von T-Zell Lymphomen entwickelte
Konstrukt DABzgdl L2 (Duvic et al., 1998), bel welchem das Diphtheria Toxin

mit Interleukin 2 kombiniert wurde, ist bereits als Medikament zugel assen.

2.2 Gentherapie

Gentherapie ist eine Methode zur Behandlung von genetisch bedingten,
erworbenen und von Infektionskrankheiten; ca. zwel Drittel der klinischen
Studien zur Gentherapie werden derzeit im Bereich der Krebstherapie
durchgefihrt (Abb. 1). Prinzipiell kommen bei der Gentherapie drei
verschiedene Behandlungsformen in Betracht (Anderson, 1998): (i) die ex
vivo-Therapie, bei der die zu behandelnden Zellen zuvor dem Organismus
entnommen und nach Behandlung wieder reimplantiert werden, (ii) die in situ-
Therapie, hier wird das Therapeutikum direkt in das kranke Organ oder den
Tumor injiziert, und (iii) die in vivo-Therapie, bei der das Therapeutikum

systemisch verabreicht wird.
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E Krebs
. Abbildung 1:
Monogenetische Krankheiten ..
] o Medizinische Anwendung der
[} Infektionskrankheiten Gentherapie in  verschiedenen
Bereichen.

N {Cumaickirgen (http://www.wiley.co.uk/genmed,

B andere Krankheiten Stand 2002)
. Genmarkierung

Gesunde Probanden

Als Therapeutikum konnen dabei verschiedene Arten von Nukleinsduren
eingesetzt werden wie vollstandige Gene, Genfragmente, aber auch antisense-
RNA, Ribozyme, RNAi oder DNAzyme (Gewirtz, 2000; Opalinska &
Gewirtz, 2002; Tuschl, 2002). Die ersten klinischen Versuche zur Gentherapie
wurden Anfang der neunziger Jahre unternommen und fuhrten zur Heilung
von Patienten, die unter einer ADA-Defizienz litten (Ramsey et al., 1995;
Blaese et al., 1995). Inzwischen wurden Uber 636 Studien an Uber 3000
Patienten initiiert. Die Resultate dieser Studien versprechen der Gentherapie
eine zukunftsweisende Rolle in der Humanmedizin, sie zeigen aber auch die
mit dieser Technologie verbundenen, sehr grof3en Probleme auf. Letzteres
wird bedauerlicherweise durch kurzlich beschriebene Todesfélle deutlich, die
im Rahmen gentherapeutischer klinischer Studien gemeldet wurden (Wadman,
1999).

Der Transfer heterologer Nukleinsduren in Zielzellen umfasst mehrere
Schritte. So muss die Nukleinsdure mit einem geeigneten Vektorsystem
komplexiert bzw. in dieses verpackt werden. Dieses Vektorsystem muss
anschlie?end von der Zielzelle aufgenommen werden. Dann erfolgt der
Transport der Nukleinsduren zu dem Kompartiment, in der sie biologisch aktiv
sind, z.B. der Kern oder das Cytosol. Die geringe Effizienz des Transfers
heterologer Nukleinsduren in Zielzellen mit anschlief3ender Auspréagung ihrer
biologischen Aktivitét ist eine logische Konsequenz dieses komplexen
Prozesses (Luo & Saltzman, 2000). Bel der Entwicklung eines effizienten

V ektorsystems muss somit jeder einzelne Schritt optimiert werden.
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2.2.1 VEKTORSY STEME

Vektorsysteme dienen dem Transport von Nukleinsduren zu den Zielzellen
und nachfolgend ihrer Aufnahme in die Zellen. Die Wahl des geeigneten
Vektorsystems ist einer der wichtigsten Faktoren, die Uber den Erfolg einer
Gentherapie entscheidet. Leider gibt es bisher jedoch kein universell
einsetzbares Vektorsystem. Die Vektoren, die derzeit in der Gentherapie
Verwendung finden, kdnnen in zwel Gruppen unterteilt werden, die viralen
und die nicht-viralen Vektoren (Abb. 2).

Dartiber hinaus gibt es noch mechanische (Yang et al., 1990; Yang & Sun,
1995; Mann et al., 1999) und elektrische Verfahren (Aihara & Miyazaki,
1998; Banga & Prausnitz, 1998; Oshima et al., 1998), mit denen zumeist

nackte DNA in Zellen eingeschleust werden kann.

=mmm Retroviren (35,8 %)

=== Adenoviren (27,7 %)

=== Lipofektion (13,0 %)

mmmm nackte/Plasmid DNA (9,3 %)
=== Pox Virus (6,2 %)

mmmm Adeno-assoziierte Viren (2,2 %)
=mmm RNA Transfer (0,8 %)

=mmm Gene gun (0,8 %)

=== Herpes Simplex Virus (0,5 %)
== andere (3,7 %)

Abbildung 2 Vektoren, die zur Zeit in insgesamt 636 klinischen Protokollen verwendet
werden (nach http://www.wiley.co.uk/genmed; Stand 2002)

2.2.1.1 NICHT-VIRALE VEKTORSYSTEME

Nicht-virale Vektorsysteme bestehen im allgemeinen aus Komplexen von
Nukleinsduren mit positiv geladenen Molekilen oder Komplexen. Dies
konnen Proteine und Peptide wie z.B. das kationische Peptid Poly-L-Lysin

sein, aber auch aus kationischen Lipiden bestehende Liposomen, Dendrimere,
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Poly-Ethylenimin, DEAD-Dextran oder Calciumphosphat (Luo & Saltzman,
2000). Der grole Vortell nicht-viraler Vektorsysteme besteht in ihrer sehr
einfachen Herstellung, der Verflgbarkeit grof3er Mengen und insbesondere
ihrer Sicherheit bezlglich potentieller Infektitsitét, da sie keine viralen Gene
enthalten. Allerdings ist ihre Anwendung derzeit beschrankt, da sie nur
geringe Transfektionseffizienzen aufweisen. Zudem sind einige Systeme wie
etwa die Dendrimere in hohem Malf3e toxisch (Filion & Philips, 1998).

2.2.1.2 VIRALE VEKTOREN

Die Vewendung virader Systeme in der Gentherapie beruht auf der
nattrlichen Fahigkeit von Viren, Zellen zu infizieren. Daher weisen diese
Vektoren einige systemimmanente Vorzige auf, wie etwa die spezifische
Bindung an und die Aufnahme in Zellen, den Transport der DNA zum
Zellkern und den Schutz der Nukleinsauren vor Abbau (Kay et al., 2001). Der
Einsatz viraler Vektorsysteme stellt derzeit die mit Abstand effektivste
Variante der Gentherapie dar. Allen viralen Vektorsystemen gemeinsam ist
das Prinzip ihrer Herstellung. Essentielle Telle des viralen Genoms werden
durch therapeutisch wirksame Gene ersetzt. Die fehlenden viraen Proteine
werden in trans von sogenannten Verpackungszelllinien produziert (Fisher et
al., 1996; Kochanek et al., 1996). Enthdlt das modifizierte Genom die
notwendigen Verpackungssignale, dann wird es in diesen Zellen in virae
Hullen verpackt.

In ca. 60 % der derzeit durchgeftihrten klinischen Studien werden retrovirae
Vektoren verwendet. Retroviren konnen ihr Genom stabil in das Genom der
Wirtszelle integrieren. Diese Integration erfolgt alerdings nicht an einer
definierten chromosomalen Position und kann somit unerwartete Anderungen

in der chromosomalen Aktivitat hervorrufen. Die gebrauchlichsten
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retroviralen Systeme, wie etwa die vom Murine Leukemia Virus (MLV)
abgeleiteten, kdnnen nur proliferierende Zellen transduzieren, da sie nicht in
der Lage sind, die Kernmembran zu Uberqueren (Robbins & Ghivizzani,
1998). Demgegentber konnen auf Lentiviren basierende Vektoren - Lentiviren
gehdren ebenfalls zur der Klasse der Retroviren - aufgrund eines aktiven
Transportes dieser Viren in den Zellkern auch nicht-proliferierende Zellen
transduzieren (Naldini et al., 1996).

Eine zu retroviradlen Systemen haufig eingesetzte Alternative beruht auf
adenoviralen Vektoren. Adenovirale Vektoren kdnnen in hohen Titern (ca
10" Partikel pro ml) produziert werden. Ihr Einsatz erlaubt den Transport
grol3er heterologer DNA-Fragmente und fuhrt zu einer effizienten
Transduktion veschiedener Arten von Zelen (Somia & Verma, 1997).
Allerdings erfolgt diese Transfektion nur transient, die Expression des
Transgens persistiert nur fur 5-10 Tage (Yang & Wilson, 1995; Yang et al.,
1996). Zudem ist auch bel Vektoren der neuesten Generation, die keine viralen
Gene mehr enthalten, die Immunogenitét relativ hoch (Kaplan et al., 1997);
dies beruht auf einer akuten Immunantwort, die gegen das adenovirale
Hullprotein gerichtet ist.

Andere virale Vektoren basieren z.B. auf adeno-assoziierten Viren (Rolling &
Samulski, 1995), Herpes Simplex Virus (Burton et al., 2001; Latchman,
2001), SV40 (Strayer, 1999), Alpha-Viren (Hewson, 2000), Hepatitis Virus
(Chaisomchit et al., 1997) und Eppstein-Barr Virus (Sclimenti & Calos,
1998).

2.2.1.3 VIRUSANALOGE PARTIKEL

Nicht-essentielle virale Gene konnen aus den viralen Vektoren entfernt

werden, um mehr Platz fir Transgene zu schaffen, die Immunantwort gegen
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den Vektor zu reduzieren oder die Sicherheit des Systems zu erhéhen. Wird
auf das virde Genom komplett verzichtet, so erhdt man leere Virushtllen,
sogenannte virusanaloge Partikel (VLPs). VLPs kénnen die Vortelle viraler
und nicht-viraler Vektorsysteme kombinieren; sie besitzen eine Virushille und
die damit verbundenen Eigenschaften wie z.B. das zellulére targeting, zum
anderen sind sie aufgrund fehlender viraler genetischer Information sicher und
lassen sich vergleichsweise leicht herstellen. Bei der Produktion von VLPs
sind keine Helferzelllinien mehr erforderlich, zu ihrer Gewinnung kdnnen auf
klassische eukaryontische oder prokaryontische Expressionssysteme
zurtickgegriffen werden (Forstova et al., 1995; Sasnauskas et al., 1999;
Leavitt et al., 1985). Dabei werden allerdings die viralen Hullproteine in
einigen Félen, insbesondere bel der Herstellung in Prokaryonten, nicht als
VLPs sondern als Kapsomere produziert. Die gereinigten Kapsomere miissen
anschlief3end in vitro zu VLPs assembliert werden. Die Rekonstitution von
VLPs in vitro wurde mit verschiedenen viralen Hullproteinen gezeigt: (1)
AAYV rep- und Capsid-Proteine (Zhou & Muzyczka, 1998), (2) Rous Sarcoma
gag-Proteine (Campbell & Vogt, 1997), (3) HIV p6 Domane (Campbell &
Vogt, 1995), (4) HIV gag-Protein (Morikawa et al., 1999), (5) Papillomavirus
L1 Protein (Zhang et al., 1998), (6) Bovine Papillomavirus L1, L2 Protein
(Zhou et al., 1993), (7) SV40 VP1, VP2 und VP3 (Sandalon & Oppenheim,
1997), (8) Humanes JC Virus VP1 Protein (Ou et al., 1999), (9) Murines
Polyomavirus Protein VP1 (Salunke et al., 1986) und (10) Poliovirus
Hallprotein (Rombaut et al., 1984).

VLPs von Polyoma-VP1 konnten in vitro mit DNA beladen werden (Forstova
et al., 1995, Stokrova et al., 1999). Diese Assoziate wurden erfolgreich fur
einen funktionellen Gentransfer in vitro (Forstova et al., 1995; Soeda et al.,
1998; Krauzewicz et al., 2000a,) und in vivo (Krauzewicz et al., 2000Db)
eingesetzt. Die Transfektionseffizienz ist allerdings nicht vergleichbar mit der

viraler Vektoren.

10
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2.2.2 ZELLTYP-SPEZIFISCHER GENTRANSFER

Fir verschiedene gentherapeutische Anwendungen, wie z. B. die Behandlung
von Krebs oder AIDS ist es vorteilhaft, wenn nur die betroffenen Zellen
therapiert bzw. abgetdtet werden. Keiner der bisher in klinischen Studien
untersuchten Vektorsysteme verflgt Uber eine entsprechende Spezifitét. Eine
derartige Zdltyp-Spezifitat kann prinzipiell auf zwei Arten erzeugt werden,
zum einen durch den Einsatz spezifischer Promotoren und zum anderen durch
ein zelltyp-spezifisches targeting des Vektorsystems.

Um trotz ener zelltyp-unspezifischen Aufnahme des Vektorsystems in
verschiedene Zellen eine zelltyp-spezifische Expression des Transgens zu
erhalten, kénnen gewebe-spezifische Promotoren eingesetzt werden. Im Fall
einer Tumortherapie, in der das Ziel das AbtGten der entarteten Zellen ist,
wirde der Einsatz eines gewebe-spezifischen Promotors vor dem Gen eines
Toxins alerdings zum Verlust auch des intakten Gewebes des entsprechenden
Organs fuhren. In diesem Fall muss die Verwendung des gewebe-spezifischen
Promotors mit einem Proliferations-abhéngigen Vektorsystem wie z.B.
retroviralen Vektoren kombiniert werden, wie anhand von Hepatomzellen
gezeigt werden konnte (Kuriyama et al., 1991). Inzwischen wurden allerdings
auch tumor-spezifische Promotoren identifiziert, z.B. der des Gens fir das a-
Fetoproteins oder des carcinoembryonalen Antigens (CEA) (Tanaka et al.,
1996; Lan et al., 1997). Der Nachteil dieser Promotoren liegt allerdings in
einer relativ niedrigen Expressionsrate des sich unter ihrer Kontrolle
befindlichen Transgens. Zudem wirde ene Gentherapie mit Hilfe
entsprechender Vektorsysteme die Applikation hoher Dosen erfordern, da ein
Grofdteil des Vektors unproduktiv auch von anderen, gesunden Zellen
aufgenommen werden wirde.

Das Problem der Aufnahme des Vektorsystems durch nicht zu therapierende
Zellen kann durch ein zelltyp-spezifisches targeting des Vektors umgangen
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werden. Dieser methodische Ansatz wurde sowohl fir nicht-virale als auch fr
virale Vektoren entwickelt. So wurde z.B. an mit Poly-L-Lysin komplexierte
DNA der Wachstumsfaktor EGF gekoppelt. Mit diesem Konstrukt konnte eine
Genexpression in verschiedenen Lungenkrebszelllinien erreicht werden
(Christiano et al., 1996). Mit Folat-konjugierten Liposomen konnte eine
antisense-RNA spezifisch in Tumorzellen transferiert werden (Wang et al.,
1995). Die wichtigste Molekuilklasse, die fir ein zelltyp-spezifisches targeting
von Vektoren eingesetzt werden, sind Antikdrper. So ist die Bindung des
tumor-spezifischen Antikorpers Herceptin an Liposomen beschrieben worden.
Mit Hilfe dieser Immunoliposomen, die spezifisch den Oberflachenmarker
ErbB2 erkennen, konnten die entsprechenden Krebszellen transfiziert werden
(Kirpotin et al., 1997).

Antikorper werden auch bel der Entwicklung zelltyp-spezifischer viraer
Vektorsysteme eingesetzt. Im Fall retroviraler Vektoren wurden single chain
Fv-Fragmente (scFv) mit einem viralen Hullprotein fusioniert. Um infektiose
Partikel zu erhalten, mussten die Viren allerdings neben dem modifizierten
auch das Wildtyp-Hullprotein enthalten. Dennoch konnte mit diesen Systemen
ein zelltyp-spezifisches targeting, vermittelt durch die scFv-Fragmente, in
vitro nachgewisen werden (Chu et al., 1994, Konishi et al., 1998; Martin et
al., 1998). Als Retroviren wurden hierfir insbesondere der Murine Leukéamie
Virus (MLV) eingesetzt, aber auch andere Beispiele sind bekannt (Jiang et al.,
1998). Obwohl in diesen Studien prinzipiell die Funktionalitéat dieser zelltyp-
spezifischen retroviralen Vektorsysteme nachgewiesen werden konnte, so
zeigte sich auch, dass ihre Produktion mittels Helferzelllinien und ihre
Transfektionseffizienz sehr viel niedriger sind als die von nicht-modifizierten
Retroviren.

Eine Alternative zur direkten Modifikation der virden Oberflache mit
Antikorpern besteht in der Nutzung bispezifischer Antikérper oder der Fusion

mit Antikorper-bindenden Doménen. Bei bispezifischen Antikérpern ist die
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eine Antigen-Bindungsstelle gegen das virale Hullprotein gerichtet und ist so
verantwortlich fur die Verankerung des Antikorpers auf der Oberflache des
Vektorsystems. Die andere Antigen-Bindungsstelle ist gegen einen zelltyp-
spezifischen Marker gerichtet und gewéhrleistet somit das spezifische
targeting. Dieses Prinzip wurde fUr adenovirale Systeme (Wickham et al.,
1996) und Adeno-assoziierte Viren (Barlett et al., 1999) angewendet. Bei
Sindbisviren wurde die Antikdrper-bindende Doméne Protein ZZ mit eine
envelope-Protein fusioniert. Mit diesem Grundgertst kdnnen je nach Bindung
eines die Zelltyp-Spezifitdt vermittelnden Antikorpers verschiedene Zellen
transfiziert werden. Dieses Konzept wurde inzwischen auch fir en
retrovirales Vektorsystem etabliert (Ohno & Meruelo, 1997; Ohno et al.,
1997; Morizono et al., 2001).

Keines der genannten Beispiele zum zelltyp-spezifischen targeting von
Vektorsystemen ist bisher Gber das experimentelle Stadium hinausgekommen,
klinische Studien sind derzeit noch nicht dokumentiert. Fur virusanaloge
Partikel as eine weitere, alternative Form des Vektorsystems wurden bisher
noch keine Strategien zur Erzeugung einer artifiziellen Zelltyp-Spezifitéat

entwickelt.

2.3 Virusanaloge Partikel von Polyoma-VP1

Murines Polyomavirus, das Familienmitglied der Papovaviren aus Maus, ist
ein kleiner, nichtumhdllter, kanzerogener Virus mit zirkuldrer genomischer
DNA (5,3 kbp), welche sechs Proteine kodiert, drei frihe Antigene und drei
spdte Strukturproteine, VP1, VP2 und VP3. Die drei Strukturproteine
assemblieren zu einer Virushille, wobei das Hauptprotein VP1 eine &ul3ere
Hulle bildet und die beiden VV P1-assoziierten Proteine VP2 und VP3 noch eine

weitere, innere Hille formen. Das Hullprotein VP l&sst sich rekombinant in
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Insektenzellen (Forstova et al., 1995), Hefe (Sasnauskas et al., 1999) oder
Bakterien (Leavitt et a.,, 1985) herstellen und anschlief3end in vitro alein zu
virusanal ogen Partikeln (VLPs) assemblieren (Salunke et al., 1986, 1989).

2.3.1 STRUKTURELLE UND FUNKTIONELLE EIGENSCHAFTEN VON
PoLymoa-VP1

Die Struktur von Polyoma-VP1 und die Architektur der VLPs wurde mittels
Rontgenstrukturanalyse aufgeklart (Stehle et al., 1994; Stehle & Harrison,
1996). Polyoma-VP1 ist ein pentameres Protein, dessen monomere
Molekularmasse 42.6 kDa betragt. Das Strukturmotiv des Proteins stellt ein b-
Faltblatt mit jelly-roll Topologie dar. Die N- und C-terminalen
Sequenzbereiche liegen im Pentamer unstrukturiert vor. Erst nach
Assemblierung zu VLPs kommt es zu einer Umstrukturierung. In VLPs bilden
die N-terminalen Reste 17-45 eine Art Klammer, welche den b-Strang einer
C-terminalen Sequenz eines benachbarten Pentamers (Abb. 3A) fixiert. Diese
Interaktion wird durch die Ausbildung einer intrapentameren Disulfidbriicke
und die Bindung von Ca**-lonen stabilisiert (Abb. 3B) (Stehle & Harrison,
1996; Schmidt et al., 2000; Chen et al., 2001; Ishizu et al., 2001). Die VLPs
werden aus insgesamt 72 Pentameren gebildet, welche in 60 hexavalenten und
12 pentavalenten Untereinheiten in einer T=7d Symmetrie angeordnet sind. So
ergibt sich eine ikosahedrale Virushille mit einem Durchmesser von ca. 45
nm (Abb. 4). In Abhangigkeit der Assemblierungsbedingungen wurden
alerdings auch andere Assoziationsformen von PolyomaVV1 beschrieben
(Salunke et al., 1989).

Neben der Fahigkeit zur Assemblierung besitzt Polyoma-VP1 noch weitere
funktionelle Eigenschaften. Die Sequenz der N-terminalen elf Aminosauren ist
in der Lage, DNA zu binden (Moreland et al., 1991; Chang et al., 1993). Die
Assoziation von Polyoma-VP1 mit DNA inhibiert allerdings die Ausbildung
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Abbildung 4: Virusanaloges Partikel von
Polyoma VP1

Oberfléche der VLPs von PolyomaVP1 mit
eing T=7d Symmetrie. Diese Abbildung
wurde aus den Rontgenkristallstrukturdaten
(3,65 A) von Stehle und Harrison (1996)
esgtdlt und mit der Software GRASP
bearbeitet (Reddy et al., 2001).
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Abbildung 3: Das Virushiillprotein VP1

A) Struktur eines rekombinanten VP1
Pentamers in seiner komplett assemblierten
Form (nach Stehle & Harrison, 1996], in
Assoziation mit Oligosialinsduren (gezeigt as
ball-and-stick Model). Ein Monomer ist in rot
gezeigt und die anderen in grau. Das neu
angeordnete N-terminale Segment ist in gelb
dargestellt. Blau eingefarbt sind  die
strukturelle Klammer des einen Monomers
und der durch die Asoziation fixierte b-Strang
des benachbarten Monomers, welche sich nur
bei der Assemblierung zum Capsid ausbilden.
Zwei Calcium-lonen (grin) welche in SV40
[Liddington et al, 1991; Stehle et al., 1996]
detektiert wurden, stabilisieren diesen b-Strang
und damit die Capsidstruktur.

B) Die Caciumbindungstasche von dem zu
Polyomavirus eng verwandten SV40. Das
Grundgertst des einen Monomers ist in grau
dargestellt, der b-Strang des interagierenden
anderen Monomers in magenta. Die Calcium-
lonen sind als grine Kugeln gekennzeichnet.
(aus Stehle et al., 1996)
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von VLPs (Moreland et al., 1993; Stokrova et al., 1999). Sie efolgt im
Wesentlichen dber ionische Wechselwirkungen, ein klassisches DNA-
Bindungsmotiv mit einer geordneten Struktur ist nicht gegeben. Polyoma-VP1
bildet auf seiner apikalen Seite, die sich nach Assemblierung zu VLPs auf der
Oberflache der Partikel befindet, drei grol3e, dem Losungsmittel zugewandte
L oopstrukturen aus. Unterhalb dieser Loops befindet sich eine Spalte, die die
Bindungsstelle fir den natdrlichen Liganden von PolyomaVP1,
Sialinsdurederivate, darstellt (Abb. 3A). Die Bindung von VP1 an Sialinséure
fuhrt zu einem zelltyp-unspezifischem targeting der VLPs, da Sialinsdure auf
der Oberflache einer Vielzahl eukaryontischer Zellen vorkommt (Freund et
al., 1991).

2.3.2 PoLYomA-VP1 VERMITTELTER GENTRANSFER

Erste Untersuchungen zur Verpackung von DNA in von Polyomaviren
abgeleiteten VLPs wurden mit leeren Virushillen von Polyomaviren
durchgefiihrt, die aus einer mit Polyomavirus infizierten Zellkultur gewonnen
wurden (Slilaty et al., 1982). In diese VLPs, die neben VP1 auch die
Strukturproteine VP2 und VP3 beinhalteten, konnte ein 1.6 kb grofdes DNA-
Fragment verpackt und damit anschlief3end eine Ratten-Zelllinie transfiziert
werden (Slilaty & Aposhian, 1983). Forstova et al. (1995) konnte erstmals die
Transfektion verschiedener Saugerzellen mit DNA-beladenen VLPs, die
ausschliefdlich aus Polyoma-VP1 aufgebaut waren, beschreitben. Diese VLPs
wurden in Insektenzellen produziert und in vitro mit Plasmiden komplexiert.
Nach Degradation nicht stabil gebundener Plasmide konnten DNA-Fragmente
von einer Lange von ca. 1-2 kb nachgewiesen werden, diese waren durch ihre
Assoziation mit bzw. Verpackung in den VLPs vor dem Abbau geschiitzt. Die

Effizienz dieser Komplexierung von DNA mit VLPs von Polyoma-VP1 war
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alerdings extrem gering. Dennoch konnten mit diesen Komplexen Zellen in
vitro (Forstova et al., 1995; Soeda et al., 1998; Krauzewicz et al., 2000a) und
in vivo (Krauzewicz et al., 2000b) transfektiert werden. Die zelltyp-
unspezifische Transfektion der Zellen beruhte wiederum auf der Bindung der
VLPs an die auf den Zellen vorhandenen Sialinsduren, was anschlief3end zu
einer Internaliserung der VLPs Uber enen Cavaeolin-abhangigen
Aufnahmeweg fihrte (Richterova et al., 2001). In der Zelle werden die VLPs
in den Cavaeolae zuzuordnenden Vesikeln weitertransportiert. Wie allerdings
anschlief3end die heterologe DNA in den Zellkern gelangt, ist noch vollig
unverstanden.

Die Polyoma-VP1 vermittelte Transfektion von Zellen erfolgt zelltyp-
unspezifisch. Dies ergibt sich aus den molekularen Eigenschaften von VP1,
insbesondere seiner Affinitéat zu Sialinsauren. Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit war die Entwicklung und experimentelle Umsetzung von Strategien,
mit deren Hilfe ein auf Polyoma-VP1 basierendes Vektorsystem von einem
zelltyp-unspezifischen zu einem zelltyp-spezifischen konvertiert werden kann.
Das grundlegende Konzept dabel beinhaltete die gerichtete und spezifische
Bindung tumor-spezifischer Antikorper an die Oberflache der VLPs.
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3 Zusammenfassung der Forschungser gebnisse

3.1 Grundstruktur eines Vektor systems

Der Mangel an geeigneten Vektorsystemen ist derzeit ein wesentlicher Grund
fUr die nur geringen Erfolge in der Gentherapie. Daher wurden zu Beginn der
Arbeit Eigenschaften eines potentiellen Vektorsystems definiert, die einen
effizienten Einsatz in der Gentherapie ermdglichen sollten. Als grundlegendes
Konzept fur die Struktur des Vektors wurde ein modulares Design gewahlt, in
dem eine Corestruktur des Vektors sowohl zur Verpackung und damit dem
Schutz des Therapeutikums dient als auch als Gertst fungiert zur Kopplung
anderer Proteine, die verschiedene fir das Vektorsystem essentielle
Funktionen Ubernenmen konnen. Bel diesen Funktionen handelt es sich z.B.
um ein zelltyp-spezifisches targeting des Vektors oder um Aktivitéten, die es
dem Vektor gestatten, nach Aufnahme in die Zielzelle die therapeutische DNA
in den Zellkern zu transportieren. Dartber hinaus kénnen humane
Serumproteine auf der Oberflache der Corestruktur gekoppelt werden, um die
humorale Immunantwort des Organismus zu umgehen.

Als Corestruktur wurde eine Virushille gewahlt, virale Nukleinsauren sollten
im Vektorsystem nicht enthalten sein. Um eine ausreichende Produktion und
einfache Handhabung zu gewahrleisten, wurde eine rekombinante Produktion
des viralen Hillproteins sowie eine in vitro-Assemblierung dieses Proteins zu
virusanalogen Partikeln (VLPs) angestrebt. Die Kenntnis der Kristallstruktur
des Virushillproteins war Voraussetzung fur das rationale Design von
Mutanten.

Zu Beginn der Arbeit waren nur fir wenige virale Hullproteine diese
Parameter erfullt. Aus kristallographischen Studien abgeleitete strukturelle
Informationen waren publiziert fir Foot-and-Mouth-Disease Virus (FMDV)

(Logan et al., 1993), Mengovirus (Luo et al., 1987), Poliovirus (Oliveiraet al.,
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1993; Basavappa et al., 1994), Polyomavirus (Stehle et al., 1994), Rhinovirus
(Kim et al., 1989) und SV40 Virus (Liddington et al., 1991). VLPs von
FMDV und Rhinovirus wurden durch Expression der viralen Hullproteine in
Zellkultur hergestellt (Abrams et al., 1995; Kim et al., 1989). Fur VLPs von
Poliovirus (Rombaut et al., 1984), fur Polyomavirus (Salunke et al., 1986,
1989) und SV40 (Sandalon et al., 1997) war eine Assemblierung der
Kapsomere in vitro beschrieben. Wahrend einige der VLPs aus mehreren
verschiedenen Proteinen aufgebaut sind, werden die VLPs des Polyomavirus
auschliefdlich von dem Hauptprotein VP1 gebildet. Zudem war fir Polyoma-
VPl bekannt, dass VLPs dieses Proteins in der Lage sind, DNA in
eukaryontische Zellen zu transportieren, so dass diese dort exprimiert wird
(Forstova et al., 1995). Diese Ergebnisse wiesen eindeutig nach, dass VLPs
des PolyomaVP1 fur einen zelltyp-unspezifischen Gentransfer heterologer
DNA in Zielzellen eingesetzt werden kann.

Aufgrund dieser publizierten Daten wurden VLPs des Polyoma-VP1 als Basis
fUr die Entwicklung eines zelltyp-spezifischen V ektorsystems ausgewahlt.

3.2 Engineering der Oberflache von Polyoma-VP1

Anlage5.1:
Gleter, S., Stubenrauch, K. & Lilie, H. (1999) Changing the surface of avirus shell; fusion of
an enzyme to Polyoma VPL1. Prot. ci. 8, 2562—2569.

Die von Polyoma-VP1 gebildeten VLPs interagieren mit alen Zellen, die
Sialinsduren auf ihrer Oberflache prasentieren. Diese Interaktion beruht auf
der Affinitdt von VP1 zu Sialinsurederivaten (Freund et al., 1982) und fihrt
anschlieffend zur Aufnahme der VLPs durch die Zielzellen auf einem
Cavaeolin-abhangigen Transportweg (Richterova et al., 2001). Um den
zelltyp-unspezifischen Tropismus von VP1 zu einem zelltyp-spezifischen zu

konvertieren, muss die Oberflache der VLPs modifiziert werden. Diese
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Veranderungen sollten es ermdglichen, funktionelle Module wie Peptide oder
Proteindomanen auf den VLPs zu prasentieren. Ublicherweise wiirden hierfir
die entsprechenden Sequenzen mit VPl Uber den N- bzw. C-Terminus
fusioniert werden. Dies ist alerdings im Fall von VP1 nicht moglich, da beide
Termini von VPL nicht auf der Oberflache der VLPs lokalisiert sind; eine
entsprechende Fusion wtrde folglich nicht zu einer Présentation des Docking
Moduls auf der Oberflache der VLPs fihren. Daher missen die gewlnschten
Oligopeptide oder Proteine in die VP1-Sequenz inseriert werden. Hierbel
stellten sich folgende Fragen:

(i) In welchem Sequenzbereich von Polyoma-VP1 ist eine Insertion moglich,
die zur Modifikation der Oberflache der VLPs fihrt, ohne die Struktur und
Funktion von VP1 zu beeintrachtigen?

(i) Wie grol3 darf eine Peptidsequenz sein, um in Polyoma VPl inseriert
werden zu konnen, ohne Struktur, Stabilitét und Kapsidbildung von VP1 zu
beeintrachtigen?

(ill) Wie mussen Peptidlinker gestaltet werden, die PolyomaVP1 und
inserierte Peptide/Proteine verbinden?

Die Strukturanalyse von Polyoma-VP1 zeigt, dass das Protein in den VLPs
drei grof3e, dem L6sungsmittel zugewandte Loops aufweist, den BC-, DE- und
HI-Loop (Stehle et al., 1994; Stehle & Harrison, 1996). Zu Beginn der Arbeit
war nicht bekannt, ob einer dieser Loops fir die Insertion von Peptiden oder
Proteinen strukturell geeignet ist. Es war allerdings in der Literatur
beschrieben, dass eine Loop-Struktur des strukturell homologen
Virushillproteins VP1 des Poliovirus um ein 40 Aminoséure langes Peptid
erweitert werden kann (Stirk & Thornton, 1994). Zudem konnten Ay et al.
(1998) zeigen, dass die Sequenz einer ebenfalls strukturell homologen (3-
Glucanase zirkular permutiert werden kann mit neuen Termini in einem

Strukturbereich, der dem HI-Loop des Polyoma-V P1 entspricht.
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In einer ersten Modellstudie zur Modifikation der Oberflache von Polyoma-
VP1 sollte als Insert ein Enzym dienen, dessen enzymatische Aktivitét und
damit Funktionalitdt experimentell leicht und sensitiv darzustellen ist. Die
Wahl fiel auf die biochemisch sehr gut charakterisierte Dihydrofolat-
Reduktase (DHFR) aus E. coli, die mit einem Molekulargewicht von ca. 18
kDa eine ahnliche Grole aufweist wie potentiell relevante targeting-Module,
z.B. Fv-Fragmente von Antikorpern. Die
DHFR wurde mit Hilfe von flexiblen
Peptidlinkern in VP1 inseriert, so dass ein
Fusionsprotein  der Sequenz  H,N-VP1%%*
(GlySer),-DHFR-(GlySer),Gly-**VP1-COOH

entstand (VP1-DHFR, Abb. 5). VP1-DHFR
konnte rekom-binant in E. coli hergestellt und

gereinigt  werden. Beide Komponenten

erwiesen sich im Fusionsprotein as nativ
strukturiert. Die Enzymaktivitdt der DHFR
innerhalb des Fusionsproteins war der des
isolierten Proeins sehr ahnlich, die Ky-Werte
fur die beiden Substrate Tetrahydrofolat und
NADPH waren lediglich um den Faktor 50
bzw. 8 erhoht. VP1 wies eine dem wtVP1

vergleichbare thermische Stabilitat auf, die
thermische Denaturierung beider Proteine war

durch einen irreversiblen Ubergang mit einem
. i o Abbildung 5: Schema von
Mittelpunkt bei ca. 50°C charakterisiert. Das vpi1-DHER

. . Die Darstellung wurde mit Hilfe
pentamere Fusionsprotein VP1-DHFR konnte o qirukturen von VPL (PDB-

in vitro zu VLPs assembliert werden, Entrag 1VPS) und E. Coli
DHFR (PDB-Eintrag 4DFR)

alerdings waren die VLPs heterogen in ihrer  erstellt. Peptidlinker wurden mit

. : _ SYBELL eingefugt.
Grofe. | nteressanterwei se konnte im
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Gegensatz zu wtVP1 weder fur das pentamere VP1-DHFR noch fir die VLPs
eine Aktivitdt im Hamagglutinationstest nachgewiesen werden. Dies bedeutet,
dass trotz struktureller und funktioneller Integritét des Fusionsproteins durch
die Insertion der DHFR in den HI-Loop von VPl der Zugang zur
Bindungsstelle fur Sialinsaure, die sich unterhalb des HI-Loops befindet,
blockiert wird.

Somit stellt der HI-Loop von VP1 eine geeignete Insertionsstelle dar, um
andere Proteine mit VP1 zu fusionieren. Die strukturelle Integritdt beider
Fusionspartner bleibt erhalten, ebenso funktionelle Eigenschaften wie die
Assoziationskompetenz von VP1 bzw. die enzymatischen Eigenschaften eines
inserierten Enzyms. Lediglich die Faéhigkeit von VP1, den natirlichen
Liganden Sialinsdaure zu binden, wird unterdriickt. Somit l&sst sich durch
Insertionen in den HI-Loop die Oberflache von VP1 so modifizieren, dass
zelltyp-spezifische targeting-Module présentiert werden konnen, und
gleichzeitig wird auch das auf der Bindung von Sialinsédure beruhende zelltyp-
unspezifische targeting der VLPs unterbunden. Folglich ist der HI-Loop von
VPL1 ideal geeignet als Ort der Insertion von Peptiden oder Proteinen.

3.3 VP1-Z: ein Konstrukt aus Polyoma-VP1 und Protein Z

3.3.1 CHARAKTERISIERUNG VON VP1-Z

vgl. Anhang 5.2:
Gleiter, S. & Lilie, H. (2001) Coupling of antibodies via protein Z to modified polyoma
virus like particles. Prot. ci. 10, 434-444.

Nachdem anhand des Fusionsproteins VP1-DHFR gezeigt worden war, in
welcher Art funktionell verédnderte Varianten von VPl herzustellen sind,
wurden diese Erkenntnisse nun umgesetzt bei der Konstruktion einer VP1-

Variante, welche ein zelltyp-spezifisches targeting der aus ihr abgeleiteten
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VLPs gewdhrleistet. Fur eine zeltyp-spezifische Bindung zelluléarer
Oberflachenmarker sind monoklonale Antikorper pradestiniert. So konnten
inzwischen eine Anzahl tumor-spezifischer Antikorper entwickelt werden
(Carter, 2001). Es sollte daher ein tumor-spezifischer Antikorper auf die
Oberflache der VLPs von VP1 gekoppelt werden. Einer der am besten
charakterisierten, humanen, tumor-spezifischen Antikorper ist Herceptin.
Dieser Antikoper ist gegen den Tumormarker ErbB2 gerichtet, einen Rezeptor
der EGF-Superfamilie (Cuello et al., 2001; Slamon et al., 1989). Herceptin
wird bereits zur Therapie von Lymphoma am Menschen eingesetzt (Harries &
Smith, 2002).

Aus Versuchen zur Konstruktion von Immunotoxinen war bekannt, dass eine
einfache chemische Kopplung haufig zu Modifikationen der Antikérper fihrt,
welche in einem Verlust der Aktivitdt oder einer Veranderung der Spezifitét
resultiert (Karpovsky et al., 1984). Daher kam eine Kopplung der Antikorper
an VP1 mittels chemischer Quervernetzung nicht in Frage. Eine Insertion des
Antikorpers in die Sequenz von VP1, in Analogie zu dem Fusionsprotein
VP1-DHFR, wa ebenfalls ausgeschlossen, da Antikérper als
disulfidverbriickte Heterooligomere nicht nativ strukturiert in E. coli
produziert werden kdnnen. Auch bei Expression eukaryontischen Zellen ist
nicht zu erwarten, dass ein solch komplexes Fusionsprotein des pentameren
VP1 mit einem Antikorperfragment in signifikanten Mengen herzustellen ist.
Daher wurde nicht der Antikorper in VPL inseriert, sondern ein Antikorper-
bindendes Protein, welches as Kopplungsmodul fungiert. Nach
Assemblierung dieser VP1-Variante zu VLPs konnen diese anschlief3end mit
Antikorpern dekoriert werden. Dieses Vorgehen unterstreicht das Konzept des
modularen Designs des Vektorsystems, da bei einer solchen VP1-Variante je
nach Target Antikorper mit unterschiedlichen Spezifitdten verwendet werden
kénnen, wdahrend die Corestruktur der VLPs trotz verénderten Targets

unverandert bleibt. Als Antikoérper-bindendes Protein wurde Protein Z fur die
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Insertion in VPl ausgewdhlt. Protein Z ist eine gentechnisch leicht
modifizierte Variante der Antikorper-bindenden Doméne des bakteriellen
Protein A (Deisenhofer, 1981; Starovasnik et al., 1997). Die Bindung von
Herceptin an isoliertes Protein Z erfolgte mit einer Dissoziationskonstante von
Ko =12 nM.

Mit einer Grof3e von 60 Aminosauren ist Protein Z deutlich kleiner als die
DHFR. Protein Z wurde wie DHFR mit Hilfe von flexiblen Peptidlinkern in
den HI-Loop von Polyoma-VP1 inseriert. Das entsprechende Fusionsprotein
VP1-Z war nativ strukturiert; seine Stabilitét gegeniber thermischer
Denaturierung war geringer as die von wtVP1, die VLPs erwiesen sich aber
bis zu einer Temperatur von 40°C als stabil und damit als ausreichend stabil
fur die Durchfihrung funktioneller Studien in Zellkultur. Wie bereits in der
Modellstudie gezeigt, so war auch im Fall von VP1-Z die Fahigkeit von VP1,
Sialinsauren zu binden, vollstandig unterdrtickt. Die Assemblierung von VP1-
Z fuhrte zu VLPs einer einheitlichen Grofde mit einem Durchmesser von ca. 45
nm. Dies entspricht der GrofRe der VLPs, die wtVP1 unter vergleichbaren
Bedingungen ausbildet; ein negativer Einfluss der Insertion auf die
Assemblierungsreaktion, die sich bei VP1-DHFR in der Ausbildung von VLPs
unterschiedlicher Groéle widergespiegelt hat, war fur VP1-Z nicht zu
beobachten.

Eine Titration der VLPs von VP1-Z mit einem humanisierten, monoklonalen
Antikorper ermoglichte eine Quantifizierung der Stochiometrie der Bindung
von Antikdrpern an die VLPs. Statistisch konnten pro VLP, welches aus 360
VP1-Z Monomeren aufgebaut ist, 300 Antikdrpermolekile binden, die
Affinitdt der Bindung war dabei so hoch, dass das Titrationsexperiment
lediglich eine Titrationskurve ergab, eine Dissoziationskonstante sich aber
nicht berechnen liel3. Die unerwartet hohe Bindungskapazitét der VLPs von
VP1-Z gegeniber Antikorpern unterstreicht die vielfaltigen Mdglichkeiten

zum Design funktionell variabler Oberflachen der modifizierten VLPs.
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3.3.2 ZELLTY P-SPEZIFISCHES TARGETING UND GENTRANSFER MITTELS VP1-Z

vgl. Anhang 5.2 und 5.3:

Gleter, S. & Lilie, H. (2001) Coupling of antibodies via protein Z to modified polyoma virus
like particles. Prot. Sci. 10, 434-444.

Gleiter, S. & Lilie, H. (2003) Cell-type specific targeting and gene expression by modified
polyomavirus like particles. Biol. Chem., 384, 247-255.

Die Kopplung des tumor-spezifischen Antikorpers Herceptin, welcher gegen
eine tumor-spezifisch exprimierte Variante des ErbB2-Rezeptors gerichtet ist,
ermdglichte nun ein zelltyp-spezifischen targeting der entsprechend
modifizierten VLPs von VP1-Z. Anhand von Fluoreszenz-markierten VLPs
und fluoreszenzmikroskopischen Analysen liel3 sich diese Spezifitdt auf
mehreren Ebenen nachweisen. VLPs von VP1-Z, die keinen Antikorper auf
ihrer Oberflache présentierten, interagierten in Zellkultur nicht mit
Oberflachen von Zellen, auch wenn sie in hohen Konzentrationen von bis zu
100 pg/ml eingesetzt wurden. Ebenso verhielten sich VLPs, die einen
monoklonalen Antikdrper gebunden hatten, welcher nicht gegen einen
Oberflachenmarker von Zellen gerichtet war. Demgegentber flhrte die
Kopplung des Antikorpers Herceptin zu einem targeting der VLPs an Zellen,
die das Antigen ErbB2 exprimierten. Diese Reaktion war sehr effizient,
nahezu alle Zellen im Ansatz waren betroffen. Zellen, die den Tumormarker
ErbB2 nicht auf ihrer Oberflache prasentierten, wurden von dem Komplex aus
VP1-Z und Herceptin nicht erkannt. Damit konnte zum ersten Mal ein zelltyp-
spezifisches targeting von aus Polyoma-VP1 abgeleiteten VL Ps nachgewiesen
werden.

Die Kopplung von Herceptin an die VLPs fuhrte nicht nur zu einem
spezifischen targeting, die entsprechend modifizierten VLPs wurden auch von
den Zellen internalisiert, wie anhand von konfokalen fluoreszenz-
mikroskopischen Untersuchungen nachgewiesen werden konnte.

VLPs von wtVP1 koénnen in vitro mit heterologer Plasmid-DNA beladen
werden (Barr et al., 1979; Forstova et al., 1995; Stokrova et al., 1999). Auch
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wenn die entsprechenden Protokolle, die eine Inkubation von Plasmiden mit
pré-assemblierten VLPs beinhalten, eine Verpackung der DNA in die VLPs
nicht gestatten, so fuhren diese Verfahren doch zu einer Assoziation der DNA
mit den VLPs. Diese Assoziation vermittelt einen geringen Schutz der DNA
gegeniber DNasen und gewdhrleistet eine VLP-vermittelte zelltyp-
unspezifische Transduktion von Zielzellen in vitro (Forstova et al., 1995;
Soeda et al., 1998; Krauzewicz et al., 2000a) und in vivo (Krauzewicz et al.,
2000b). Ebenso wie die VLPs von wtVP1 kénnen auch die von VP1-Z mit
Plasmid-DNA interagieren und sind somit als Vehikel zum DNA-Transport
geeignet. Der terndre Komplex aus VLPs von VP1-Z, Herceptin und einem
GFP-codierenden Plasmid wurde daraufhin beztglich seiner Fahigkeit zur
zelltyp-spezifischen Transduktion von Tumorzellen in vitro analysiert. Ein
funktioneller Gentransfer war nachweisbar in Abhangigkeit sowohl des
gekoppelten Antikorpers als auch des auf der Zelloberflache vorhandenen
Oberflachenmarkers. Die Transduktionsrate war allerdings mit 0.45 % im
Vergleich zum nahezu quantitativen targeting nur gering. Zudem war der
funktionelle Gentransfer abhéangig von der Gegenwart von Chloroquine im
Transduktionsansatz. Chloroquine in niedrigen Konzentrationen fuhrt zu einer
Zerstérung von Endosomen (Goldstein et al., 1975). Dies deutet darauf hin,
dass das Vektorsystem aufgrund seiner Wechselwirkung mit dem zellularen
Target ErbB2 Uber den fur ErbB2 beschriebenen, Clathrin-abhangigen Weg
internalisiert wird (Kirpotin et al., 1997) und so in die Endosomen bzw.
Lysosomen gelangt. Demgegentber verlauft die zelluldre Aufnahme von
VLPs des Wildtyp-Proteins tGber Cavaeolae (Richterova et al., 2001). Daher
besitzt VP1 keine molekulare Anpassung an die endosomalen Bedingungen,
eine Freisetzung aus diesem Kompartiment in das Cytosol ist folglich nicht
moglich. Dieses Defizit im intrazelluldren Transport des Vektorsystems ist
wahrscheinlich ein wesentlicher Grund fur den grof3en Unterschied in den

Effizienzen von targeting und Transduktion. Dennoch ist es mit diesem
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experimentellen Ansatz gelungen, VLPs von Polyoma-VVP1 von einem zelltyp-
unspezifischen zu einem zelltyp-spezifischen Transduktionssystem zu
konvertieren. Gleichzeitig zeigen die aktuellen Ergebnisse die molekularen
Ursachen fir noch bestehende Probleme auf und weisen somit die Richtung

zur weiteren Entwicklung des V ektorsystems.

3.4 Spezifische, kovalente Kopplung von Proteinen an VP1

3.4.1 POLYIONISCHE PEPTIDE ALS SPEZIFISCHES ASSOZIATIONSMOTIV

vgl. Anhang 5.4
Richter, S., Stubenrauch, K., Lilie, H. & Rudolph, R. (2001) Polyionic fusion peptides
function as specific dimerization motifs. Prot. Engineering, 14,. 775-783.

Die Variante VP1-Z ermoglicht die Kopplung von humanen Antikdrpern mit
hoher Affinitét und Spezifitét an die Oberflache der VLPs. Diese Variante ist
alerdings auf die Bindung von Antikorpern beschrankt, Antikorperfragmente
ohne Fc-Teil oder andere Proteine und Molekile kdnnen mit Hilfe von VP1-Z
nicht spezifisch auf den VLPs préasentiert werden. Dies ist aber
Voraussetzung, um weitere fir das Vektorsystem wichtige Funktionen in
dieses zu integrieren.

Andere, von den spezifischen Eigenschaften der Antikorper unabhangige
Kopplungsstrategien sind publiziert worden (Carr et al., 1991; Stofko-Hahn et
al., 1992; Schmidt & Skerra, 1993; Muller et al., 1998). Sie beruhen haufig
auf der Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen oder einem Protein und
einem Peptidliganden. Das einfachste Kopplungsmotiv beruht auf der
Assoziation von coiled coil-Peptiden. Mit Hilfe amphiphiler Helices und
Leucinzippern, die an die zu assoziierenden Proteine fusioniert wurden,
konnten artifizielle bifunktionelle Proteine konstruiert werden (O’ Shea et al.,
1992; Pack & Pluckthun, 1992; O’ Shea et al., 1993). Diese Assoziation war
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spezifisch und hochaffin. Dennoch weisen die coiled coil-Peptide
Eigenschaften auf, die ihre Eignung als Kopplungsmotiv im Kontext von VP1
zweifelhaft erscheinen lassen. Zum einen ist ihre Assoziation abhangig von
der Ausbildung einer Sekundéarstruktur, die durch die Wechselwirkung
induziert wird. Bel der Insertion von Proteinen in den HI-Loop von Polyoma-
VP1 wurde festgestellt, dass in einem Fall das inserierte Protein signifikant in
seiner Stabilitdt beeinflusst war. Eine solche Verminderung der Stabilitéat
konnte im Fall der coiled coil-Peptide dazu fihren, dass diese Peptide die fur
die Assoziation erforderliche Helix nicht mehr ausbilden, eine Dimerisierung
wére damit unterbunden. Zum anderen weisen die coiled coil-Peptide einen
hohen Anteil hydrophober Aminosauren auf. Die Insertion funf hydrophober
Peptide in die pentamere Struktur von Polyoma-V P1 wirde wahrscheinlich zu
einer verstarkten Aggregationstendenz des Proteins fuhren. Daher wurde auf
eine Verwendung dieser bekannten Verfahren zur gerichteten Kopplung von
Proteinen und Konstruktion artifizieller bifunktioneller Proteine verzichtet und
ein neues Kopplungsprinzip entwickelt.

Das neu entwickelte Assozitionsmodul beruht auf der Wechselwirkung
polyionischer Peptide, die einen hohen Anteill einheitlich geladener
Aminosauren aufweisen. Die spezifische und stabile Wechselwirkung von
Proteinen, die mit polyionischen Peptiden fusioniert wurden, mit geladenen
Matrices, wie sie z.B. in der Chromatographie eingesetzt werden, wurde
bisher insbesondere in der Proteinreinigung (Brewer & Sassenfeld, 1985;
Suominen et al., 1993) aber auch fur die Konstruktion eines Enzymreaktors
(Stempfer et al.,, 1996a) und fir die Matrix-unterstitzte Proteinfaltung
(Stempfer et al.,, 1996b) eingesetzt. Werden komplementdr geladene
polyionische Peptide mit Proteinen fusioniert, so sollten sie auf Basis ihrer
polyionischen Interaktion eine Assoziation der Fusionspartner ermdglichen.
Der Einsatz polyionischer Peptide als Assoziationsmotiv bringt verschiedene

Voreile mit sich: (i) Fur eine spezifische Interaktion dieser Peptide sind nur
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wenige Ladungen und damit ein nur sehr kurzes Peptid erforderlich, (ii) im
Gegensatz zu den hydrophoben coiled coil-Peptiden vermitteln die
polyionischen Peptide aufgrund ihrer hohen Ladungsdichte eine verbesserte
Loslichkeit des Fusionsproteins, (iii) die polyionischen Peptide ermdglichen
zusétzlich eine verbesserte Reinigung der modifizierten Proteine.

Die polyionische Wechselwirkung der Peptide erfolgt grundsétzlich nicht-
kovalent und l&sst sich durch Salz in hohen Konzentrationen unterdrticken.
Durch Ausbildung einer Disulfidbricke zwischen den polyionischen
Fusionspeptiden sollte dies zu verhindern sein. Um dies zu Uberprifen, wurde
die Interaktion zweier polyionischer Peptide der Sequenzen ACKg und ACEg
untersucht. In einem Puffer niedriger lonenstérke bildeten die beiden Peptide
in Abhangigkeit des Redoxpotentials ein kovalent verbriicktes Heterodimer
aus. Homodimere oder gemischte Disulfide zwischen den Peptiden und der
Redoxkomponente des Puffers wurden nicht gebildet. Ebenso wenig wurde
die kovalente Assoziation der Peptide durch einen UberschuR anderer
cysteinhaltiger Peptide oder Proteine unterdriickt. Dies verdeutlicht die hohe
Spezifitat der Interaktion zwischen den polyionischen Peptiden. Molekulare
Ursache dieser Spezifitét ist die Stabilisierungenergie der Wechselwirkung,
die bei niedrigen lonenstarken 6-7 kcal/mol betragt. Bei Salzkonzentrationen
von > 100 mM NaCl wird die Assoziation kooperativ unterdrick.

Neben der biophysikalischen Charakteriserung der Wechselwirkung
polyionischer Peptide wurde der Einfluss der geladenen Peptide auf die
Stabilitdt und Funktion von Proteinen analysiert. Entsprechende
Fusionsproteine, die mit einem Enzym, der a-Glucosidase aus Hefe (Kopetzki
et al., 1989), und dem Fab-Fragment des monoklonalen Antikorpers MAK 33
(Buckel et al., 1987; Buchner et al., 1991) hergestellt wurden, waren
funktionell und strukturell nicht von den Wildtyp-Proteinen zu unterscheiden.
Auch in dem artifiziell bifunktionellen Konstrukt, welches sich aus der

kovalenten Assoziation der beiden modifizierten Proteine ergab, waren die
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Aktivitaten beider Proteine vollstandig erhalten. Demnach sind polyionische
Fusionspeptide hervorragend geeignet als ein spezifisches Assoziationsmotiv,
das die Ausbildung artifizieller Dimerer bewirkt. Mit nur 9-11 Aminosauren
stellen  diese  polyionischen  Peptide das kleinste  spezifische

Dimerisierungsmotiv dar, das bisher beschrieben wurde.

3.4.2 EIGENSCHAFTEN DER VARIANTE V P1EsC DES PoLYoMA-V P1

Anhang 5.5:
Stubenrauch, K., Bachmann, A., Rudolph, R. & Lilie, H. (2000) Purification of a viral coat
protein by an engineered polyionic sequence. J. Chrom. B 737, 77-84.

Um das neuartige Prinzip der gerichteten und kovalenten Assoziation auf die
VLPs von Polyoma-VP1 zu Ubertragen, wurde an Position 293 des HI-Loops
von VPl das negativ geladenene, polyionische Peptid EgC inseriert. Auf
weltere Peptidlinker, die das polyionische Peptid mit der Sequenz von VP1
verbinden, wurde dabei verzichtet. Als Alternative hétte auch eine VP1-
Variante mit einem positiv geladenen, polyionischen Peptid konstruiert
werden konnen. Darauf wurde allerdings verzichtet, da zu befirchten stand,
dass die hohe Dichte an positiven Ladungen auf der Oberflache von VP1
wahrend der Produktion und Reinigung des Proteins zu einer unerwiinschten
Assoziation mit Nukleinsduren fuhren konnte.

Wie erwartet lief? sich die Variante VP1EgC nach rekombinanter Produktion
einfach und effizient mit Hilfe einer lonenaustauschchromatographie reinigen.
Trotz der mit dem Fusionspeptid verbundenen hohen negativen Ladungsdichte
bildete VP1EsC wie auch wtVP1 Pentamere, die Stabilitdt bezlglich
thermischer Denaturierung war alerdings mit einem Mittelpunkt des
thermisch induzierten Denaturierungsiberganges von 37°C signifikant
geringer im Vergleich zu der von wtVP1. Dies ist sehr wahrscheinlich durch
die elektrostatische Abstol3ung der Vielzahl geladener Gruppen in VP1EsC zu
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erklaren. Dennoch erwies sich die Stabilitét des Proteins, insbesondere in
seiner zu VLPs assemblierten Form, as vollig ausreichend fur funktionelle
Anaysen in Zellkultur. Die Assemblierung von VP1EsC zu VLPs verlief
ahnlich wie fir wtVP1 oder die anderen beschriebenen Varianten. Allerdings
war bei VP1IEC der Zusatz von molaren Konzentrationen von
Ammoniumsulfat zum Assemblierungspuffer essentiell, wahrend dieses Salz
bel der Bildung von VLPs anderer Varianten von VP1 zwar hilfreich, aber
nicht zwingend notwendig war. Bei den VLPs von VP1EsC handelte es sich
im Wesentlichen um Partikel mit einem Durchmesser von 45 nm, aber auch
kleinere Formen wurden zu einem signifikanten Anteil gebildet, insgesamt
ergab die Assemblierung von VP1EgC ein nicht ganz so homogenes Produkt
wie die von wtVP1 oder VP1-Z.

Wie auch bei alen anderen untersuchten Varianten von VP1 fihrte die
Modifikation des HI-Loops zu einem vollstéandigem Verlust der Affinitét von
VPl zu Sidinsauren. Somit zeigten VLPs von VP1EC kein zelltyp-
unspezifisches targeting, unabhangig davon ob andere Proteine auf ihrer
Oberflache gebunden waren. Die Unterdriickung der Bindung von Sialinsaure
beruht in diesem Fal vermutlich nicht auf einer sterischen Blockade der
Bindungsstelle, sondern eher auf einer elektrostatischen Abstol3ung des
negativ geladenen Fusionspeptides oberhalb der Bindungsstelle und der
ebenfalls negativ geladenen Sialinsdure. Unabhéngig von der Exposition von
Sialinsaure auf Zelloberflachen weisen diese einen UberschuB negativ
geladener Gruppen auf. Dies fiuhrt ebenfalls zu einer elektrostatischen
Abstol3ung zwischen VLPs von VP1EC und eukaryontischen Zellen, was
zusdtzlich die Gefahr ener unspezifischen Zellassoziation der Partikel

minimiert.
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3.4.3 KOPPLUNG EINES ANTIKORPERFRAGMENTES AN VP1EsC

Anhang 5.6 und 5.7:

Stubenrauch, K., Gleiter, S, Brinkmann, U., Rudolph, R. & Lilie, H. (2001) Tumor cell
specific targeting and gene transfer by recombinant polyoma virus like particle/antibody
conjugates. Biochem. J. 356, 867-873.

May, T., Gleiter, S., Rudolph, R. & Lilie, H. (2002) Assessment of cell type specific gene
transfer by polyomavirus like particles presenting a tumor specific antibody Fv fragment.
J. Virol. Methods, 105, 147-155.

Als Bindungsspartner fir VP1EsC wurde das disulfid-stabilisierte Fv-
Fragment des tumor-spezifischen Antikorpers B3, der gegen den
Tumormarker Lewis 'Y gerichtet ist, eingesetzt (Brinkmann et al., 1991, 1993).
Dieses Fv-Fragment wurde am C-Terminus der Viy-Doméane mit dem Peptid
RgCP fusioniert. Das modifizierte Fv-Fragment wurde nach rekombinanter
Produktion der V.- und Vy-Domane in Form von inclusion bodies durch
Renaturierung gewonnen (Buchner et al., 1992). Bei der Reinigung konnte
wie auch im Fal von VP1EsC ene lonenaustauschchromatographie
verwendet werden.

Die Kopplung des Fv-Fragmentes an die Oberflache der VLPs von VP1EC
(als VP1-B3 bezeichnet) erfolgte in Gegenwart eines Redoxsystems mit einem
vierfach molaren Uberschuss an oxidiertem Glutathion gegeniiber reduziertem
Glutathion. Unter diesen Bedingungen konnten statistisch 30-40 Fv-
Fragmente pro VLP kovaent gebunden werden, hohere Kopplungsraten
fUhrten zu einer verstarkten Aggregation der Partikel.

Mit Hilfe fluoreszenzmarkierter VLPs konnte gezeigt werden, dass die an die
VLPs gekoppelten Fv-Fragmente ein zelltyp-spezifisches targeting der
Partikel bewirkten. Dieses targeting erfolgte nahezu quantitativ bel
Konzentrationen wie sie auch fur den Gentransfer mit VLPs von wtVP1
eingesetzt werden (ca 10" Partikel), aber auch bei um mehrere
Grolenordnungen geringeren Konzentrationen an VLPs war ein targeting
fluoreszenzmikroskopisch zweifelsfrei nachweisbar. Im Gegensatz zum

targeting erfolgte der funktionelle Gentransfer mit nur einre geringen
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Effizienz, wenn VP1-B3 zuvor mit einem GFP- oder b-Galactosidase-
codierenden Plasmid beladen wurde.

Um die molekularen Grundlagen fur die geringe Transduktionseffizienz zu
verstehen, wurden verschiedene Aspekte des Prozesses untersucht. Das
targeting stellte aufgrund seiner hohen Effizienz und Spezifitét keine
Limitation dar. Demgegenitber war die Komplexierung von DNA durch die
VLPs von VP1EsC nur bedingt moglich. Dies resultiert aus der negativ
geladenen Oberflache der modifizierten VLPs. Eine Verringerung der
L adungsdichte durch Bindung positiv geladener Peptide oder Assemblierung
von VP1EC zusammen mit wtVP1 fihrte alerdings zu keiner verbesserten
DNA-Bindung. Lediglich ein Absenken des pH-Wertes auf pH 5 wahrend der
Inkubation der DNA mit den VLPs fuhrte zu einer verbesserten Interaktion;
unter diesen Bedingungen konnten ca. 8 % der VLPs mit DNA beladen
werden.

Ein weiterer, den Gentransfer limitierenden Faktor ergab sich aus dem
Mechanismus der Aufnahme von VP1-B3 durch die Zielzellen; die
Internalisierung fihrte zu einer stabil Vesikel-assoziierten Lokalisation der
Partikel. Anhand von Kolokalisationsstudien mit Transferrin konnte fur die
Aufnahme von VP1-B3 die Clathrin-vermittelte Endocytose identifiziert
werden. Dies wurde durch Inhibition der Internalisierung von VP1-B3 durch
Inkubation der Zielzellen mit Chlorpromacin, einer Droge, die mit dem
Mechanismus der Clathrin-Assemblierung interferiert (Goldstein et al., 1975),
bestétigt. Wie auch fur VLPs von VP1-Z folgte somit fir VP1-B3 nach
Internalisierung in die Zellen ein Abbau in Lysosomen, da die Partikel nicht in
der Lage waren, die endosomale Membran zu tberqueren. Durch Zusatz von
Chloroquine zu den Zellen wahrend der VP1-B3-vermittelten Transduktion
lie3 sich zumindest in Zellkultur dieses Problem partiell umgehen. Die
Kombination der fur die Transduktion optimierten Parameter, ndmlich die

Bindung von DNA an VP1-B3 bei niedrigem pH und die durch Chloroquine
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chemisch induzierte Freisetzung der VLPs aus den Lysosomen, flhrte zu einer
signifikanten Steigerung des funktionellen Gentransfers. Allerdings zeigt eine
Transduktionsrate von unter 1 %, dass die Limitationen noch nicht
ausreichend Uberwunden wurden und zusdtzlich noch mit anderen, bisher
nicht identifizierten Problemen auf molekularer Ebene zu rechnen ist.

Trotz der noch vorhandenen Probleme bei der Nutzung von VP1-B3 als
Vektorsystem bleibt festzuhalten, dass mit VP1-B3 es zum ersten Mal
gelungen ist, basierend auf Polyoma-VP1 einen VLP-vermittelten zelltyp-
spezifischen Gentransfer nachzuweisen. Dabel erwies sich die Strategie der
Kopplung des Fv-Fragmentes des Antikorpers B3 mittels cysteinhaltiger
polyionischer Fusionspeptide als aul3erst erfolgreich. Diese Strategie wird es
in Zukunft ermdglichen, nicht nur Antikorperfragmente sondern auch Proteine
mit anderen biologischen Funktionen auf der Oberflache der VLPs zu binden.
In den beiden beschriebenen Ansétzen zum zelltyp-spezifischen Gentransfer
mittels VLPs von VP1-Z bzw. VP1-B3 war die fehlende Freisetzung der
internalisierten Partikel aus den Endosomen ein limitierender Faktor. Die
Kopplung z.B. endosomolytischer Proteine oder Peptide an VP1E;C und deren
Assemblierung in Kombination mit VP1-B3 oder VP1-Z sollte zu VLPs
fuhren konnen, die neben einem tumor-spezifischen Antikorper(fragment)
auch ein oder mehrere Proteine anderer Funktionen auf ihrer Oberflache
prasentieren. Dieses Konzept unterstreicht wiederum die funktionelle
Bedeutung des modularen Aufbaus des in dieser Arbeit entwickelten

V ektorsystems.
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3.5 Verpackung heterologer DNA in VLPsvon Polyoma-VP1

Anhang 5.8:
Jahn, T., Gleiter, S., Stubenrauch, K., Rudolph, R. & Lilie, H. Binding and Packaging of
Heterologous DNA into Polyoma Virus-Like Particles. J. Mol. Biol ., eingereicht.

VLPs von PolyomaVP1 und von VPl abgeleiteten Varianten wurden zum
Transport heterologer DNA in Zéellen in vitro (Forstova et al., 1995; Soeda et
al., 1998; Krauzewicz et al., 2000a) und in vivo (Krauzewicz et al., 2000b)
eingesetzt. Bei der DNA, die in diesen Experimenten eingesetzt wurde,
handelte es sich um Plasmide. Allerdings ist VP1 nicht in der Lage, in
Gegenwart von Plasmid-DNA zu VLPs zu assemblieren (Moreland et al.,
1991, Stokrova et al., 1999); die Wechselwirkung von pentamerem VP1 mit
DNA fuhrt zu einer geordneten Anordnung des Proteins auf der DNA, die
einer Assemblierung von VP1 zu VLPs entgegenwirkt (Stokrova et al., 1999).
Daher gehen ale publizierten Protokolle zur Komplexbildung von DNA mit
VP1 von pré-assemblierten VLPs aus (Barr et al., 1979; Forstova et al.,1993;
1995). Inkubation der VLPs mit DNA fuhrt alerdings nicht zur Verpackung
der DNA in die VLPs, sondern im Wesentlichen zu einer Assoziation mit der
Proteinoberfl&che (Stokrova et al., 1999).

Polyoma-VP1 besitzt im N-terminalen Sequenzbereich eine Bindungsstelle fir
DNA (Moreland et al., 1991; Chang et al., 1993). Die Struktur dieses
Sequenzbereiches bildet allerdings kein klassisches DNA-Bindungsmotiv aus,
die Bindung der DNA erfolgt mittels ionischer Wechselwirkungen zwischen
der DNA und einer grol3en Anzahl positiv geladener Aminosauren von
Polyoma-VP1. Daher bindet VP1 DNA unabhangig von der
Nukleotidsequenz. Nach Assemblierung von Polyoma-VP1 zu VLPs befindet
sich der N-Terminus im Inneren der VLPs, eine Bindung von DNA an die N-
terminale Sequenz vor oder wahrend der Assemblierung musste folglich zu
einer Verpackung fihren im Gegensatz zu der bisher unspezifischen

Assoziation bei Inkubation mit pré&-assemblierten VLPs.
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Um den Einfluss der DNA auf die Assemblierung von VP1 besser zu
verstehen, wurde die Wechselwirkung der beiden Moleklle biophysikalisch
charakterisiert. Hierzu wurden Fragmente doppelstrangiger DNA Klar
definierter Lange verwendet. Ein DNA-Fragment der Lange von 184 bp
interagierte mit pentamerem VP1 in einer 1.1 Stochiometrie. Bei niedriger
lonenstérke (50 mM NaCl) war diese Wechselwirkung charakterisiert durch
eine apparente Dissoziationskonstante von 103 nM. Mit zunehmender
Salzkonzentration wurde die Bindung an VPl kooperativ unterdriickt, was
unabhangig von strukturellen Eigenschaften der beiden Bindungspartner fir
polyionische Wechselwirkungen zu erwarten ist (Lohman, 1986).

Dieses Ergebnis bedeutet, dass unter den fir die in vitro-Assemblierung von
Polyoma-VP1 optimierten Bedingungen, d.h. Bildung der VLPs in Gegenwart
von mindestens 0.4 M Ammoniumsulfat, eine Wechselwirkung von DNA und
Polyoma-VP1 gar nicht stattfindet. Unter diesen Bedingungen kann DNA
folglich die Assemblierung nicht beeinflussen, allerdings kann die DNA ohne
Wechselwirkung mit Polyoma-VP1 auch nicht effizient verpackt werden.
Daher wurde ein neues Verfahren entwickelt, welches es erlauben sollte, DNA
vor bzw. wahrend der Assemblierung von VP1 mit diesem Uber seine N-
terminale Bindungsstelle zu assoziieren, was eine gerichtete und effiziente
Verpackung der DNA in die VLPs ermdglichen wirde. Zu diesem Zweck
musste das stabilisierende Salz Ammoniumsulfat im Assemblierungspuffer
ersetzt werden. Neben Salzen, die die Struktur von Proteinen stabilisieren
(Hofmeister, 1888), gibt es auch nicht-ionische Stabilisatoren wie z.B. Zucker
(Wimmer et al., 1997). So konnte Polyoma-VP1 in Gegenwart von 25 %
Sorbitol anstelle von Ammoniumsulfat unter ansonsten unveranderten
Bedingungen zu VLPs der Grof3e von 45 nm assembliert werden. Wurde nun
VP1 unter diesen Bedingungen in Gegenwart des DNA-Fragmentes der Lénge
von 184 bp assembliert, so konnte die DNA aufgrund ihrer Bindung an VP1

wahrend der Assemblierungsreaktion in die VLPs verpackt werden. Diese
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Verpackung verlief erfolgreich fir DNA-Fragmente der Lange von 184 und
300 bp, im beschrankten Umfang auch fur Fragmente von 100 bp Lange. Es
ist davon auszugehen, dass die Affinitdt der DNA zu Polyoma-VP1 von der
Léange der DNA abhangt. Pentameres VP1 besitzt funf strukturell unabhangige
Bindungsstellen fir DNA. Je nach Lange der DNA kann diese mit mehreren
Bindungsstellen gleichzeitig interagieren, wodurch eine hochaffine Bindung
zustande kommt. Die fur eine Bindung notwendige minimale Lange der DNA-
Fragmente ebenso wie die maximale, noch nicht die Assemblierung von
Polyoma-VP1 beeinflussende Lange von DNA sind derzeit nicht
charakterisiert.

Neben der Wechselwirkung von Polyoma-VP1 mit doppelstrangiger DNA
konnte auch eine Bindung von einzelstréngiger DNA und einzelstrangiger
RNA nachgewiesen werden. Darlber hinaus sollte es moglich sein, auch
Peptide und Proteine mittels polyionischer Fusionspeptide an die stark positiv
geladene DNA-Bindungsstelle von Polyoma-V P1 zu koppeln. Diese Reaktion
wére in Analogie zur Kopplung des modifizierten Fv-Fragmentes an VP1EC
zu sehen; selbst eine Disulfidverbrickung ware moglich, da in der Sequenz
der DNA-Bindungsstelle von VP1 zwel Cysteine enthalten sind. Damit
kénnen VLPs von Polyoma-VP1 und den daraus abgeleiteten Varianten als
Vektorsystem fur die Verpackung und den Transport unterschiedlichster,
biologisch aktiver Molekile eingesetzt werden. Insbesondere ist hier an die
vielversprechende Entwicklung von Ribozymen, DNAzymen oder RNAI as
Therapeutika (Gewirtz, 2000; Opalinska und Gewirtz, 2002; Tuschl, 2002) zu
denken.
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3.6 Design eines Immunotoxins auf Basis polyionischer Fusionspeptide

Anhang 5.9:
Kleinschmidt, M., Rudolph, R. & Lilie, H. (2003) Design of a modular immunotoxin
connected by polyionic adapter peptides. J. Mol. Biol., 327, 445-452.

Wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben war es moglich, mit Hilfe der polyionischen
Fusionspeptide RgC und EC das Fv-Fragment dsFv-B3-RsC des
monoklonalen, tumor-spezifischen Antikdrpers B3 an VLPs von VP1EC zu
koppeln. Die Bindung des Fv-Fragmentes an die VLPs fihrte zu einem
zelltyp-spezifischen targeting dieses Carriersystems, mit dem verschiedene
molekulare Wirkstoffe transportiert werden kénnen.

Eine Alternative zu diesem Vorgehen besteht in der direkten Konjugation des
Antikorperfragmentes mit biologisch aktiven Molekilen. Dies konnen
Radionuklide (Press et al., 1995; Kaminsky et al., 1996), niedermolekulare
Substanzen (Farah et al.,, 1998) oder Proteintoxine (Kreitman, 1999;
Brinkmann et al., 2001) sein. Die am haufigsten verwendete Methode zur
Konstruktion sogenannter Immunotoxine ist die Fusion enes tumor-
spezifischen Antikorperfragmentes mit einem Proteintoxin auf genetischer
Ebene (Kreitman, 1999; Brinkmann et al., 2001). Aufgrund der aktuellen
Entwicklung von Antikorperbanken und der Suche nach fir den
therapeutischen Einsatz geeigneten Toxinen (Rybak et al., 1992; Suzuki et
al., 1999) ist es notwendig, Antikdrperfragmente verschiedener Spezifitaten
mit unterschiedlichen Toxinen zu kombinieren, um schliefdlich das
wirksamste Immunotoxin zu identifizieren. Dieser kombinatorische Ansatz ist
nicht mit Hilfe der klassischen Fusion von Antikorperfragment und Toxin zu
bewaltigen.

Die gerichtete und spezifische Assoziation zweier Proteine mittels
polyionischer Fusionspeptide sollte ein ideales Prinzip zur Herstellung von
Immunotoxinen nach dem erwahnten kombinatorischen Verfahren sein. Um
zu untersuchen, welchen Einfluss die durch polyionische Fusionspeptide
vermittelte Konjugation von Antikorperfragmenten und Toxinen auf deren
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Struktur und Funktion ausiibt, wurde ein Immunotoxin des Fv-Fragmentes
des Antikorpers B3 und der Variante PE38 des Pseudomonas Exotoxins
hergestellt. Hierzu wurde das Toxin PE38 N-terminal mit dem negativ
geladenenen, polyionischem Peptid EC versehen. Diese Variante C-PE38
konnte anschlief3end mit dem Antikorperfragment dsFv-B3-RgC, welches am
C-Terminus der Vy-Doméane um das positiv geladene, polyionische Peptid
RsC verlangert wurde (vgl. Kapitel 3.4.3), zu dem Immunotoxin B3-PE38
assoziiert werden. Hierbei hatte weder die Assoziation der beiden Proteine
noch die Fusion mit den polyionischen Peptiden einen signifikanten Einfluss
auf die strukturelle Integritét und die Funktion des Fv-Fragmentes bzw. des
Toxins. So war die Stabilitdt beider Proteine im konjugierten Zustand
identisch zu der der isolierten Proteine. Auch die Affinitdt von EsC-PE38 zu
seinem Kofaktor NAD war nicht signifikant abhangig vom
Assoziationszustand des Toxins.

Die biologische Aktivitdt des Konjugates B3-PE38 wurde in
Zellkulturexperimenten Uberprift. Fir das Antigen Lewis Y exprimierende
Zellen konnte ein 1Cs;-Wert von ca. 110 ng/ml bestimmt werden; Zellen, die
das Antigen nicht auf der Oberflachen prasentierten, wurden durch das
Immunotoxin erst bei ca. 50fach hdheren Konzentrationen (1Cso = 5-8 pg/ml)
abgetotet. Diese quantitativen Ergebnisse entsprechen denen, die im direkten
Vergleich fur das genetisch fusionierte Immunotoxin B3(dsFv)-PE38 (Reiter
et al., 1994) der gleichen Proteinkomponenten erhalten wurden. Damit konnte
nachgewiesen werden, dass die Kopplung von Antikdrperfragment und Toxin
mittels polyionischer Fusionspeptide keine Nachteile bezluglich Stabilitat und
biologischer Aktivitédt des Immunotoxins mit sich bringt. Demgegeniber
erlaubt dieses neuartige Design von Immunotoxinen nun die einfache und
schnelle Kombination verschiedener Antikorperfragmente und Toxine, um
jenes Konstrukt mit hochster biologischer Aktivitdée und geringsten

Nebenwirkungen zu identifizieren.
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