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1 Zusammenfassung

Die Entwicklung von Vektoren für die Gentherapie ist in den letzten Jahren sehr weit

fortgeschritten. Dennoch ist bislang die klinische Anwendung dieser Vektoren stark limitiert.

Unter anderem stellt die Zelltyp-spezifische Adressierung des Vektorsytems ein gravierendes

Problem dar.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines modularen, Zelltyp-spezifischen Vektorsystems

für die Gentherapie, basierend auf dem murinen Polyomahüllprotein VP1.

Die Fähigkeit eukaryontische Zellen mit dem wtVP1-Protein zu transduzieren, beruht auf der

Bindung an Sialinsäureresten und der Aufnahme der Kapside in Caveolae. Dieser Zelltyp-

unspezifische Mechanismus der Zelladressierung muß verhindert und gleichzeitig ein Modul

zur Zelltyp-spezifischen Adressierung eingeführt werden. Erste Untersuchungen befaßten sich

mit der Insertion des Modellproteins DHFR in den HI-Loop von VP1. Die Insertion an dieser

Stelle sollte zeigen, ob Proteindomänen funktionell auf der Kapsidoberfläche präsentiert

werden können. Das durch die Insertion in den HI-Loop entstandene Fusionsprotein VP1-

DHFR konnte isoliert und funktionell charakterisiert werden. Die enzymatischen

Eigenschaften und die Stabilität der DHFR waren im Fusionsprotein zwar negativ beeinflußt,

es konnten aber keine negativen Auswirkungen auf den VP1-Anteil im Protein beobachtet

werden. So assemblierte VP1-DHFR zu Kapsiden. Außerdem konnte nachgewiesen werden,

daß die Haemagglutination, ein Maß für die Bindung an Zellen, durch die Insertion

unterdrückt wurde. Der Verlust der Zelltyp-unspezifischen Bindung an Sialinsäuren unter

gleichzeitigem Beibehalt der Fähigkeit, zu Kapsiden zu assemblieren, waren die

Grundvoraussetzung für die Insertion einer anderen funktionellen Proteindomäne in VP1.

Um eine Zelltyp-spezifische Adressierung zu erreichen, sollte die Wechselwirkung zwischen

einem Zelltyp-spezifischen Antikörper und dem entsprechenden Antigen auf der

Zelloberfläche genutzt werden. Die Bindung des Antikörpers an VP1 sollte dabei über das

Antikörper-bindende Protein Z erfolgen. Die Insertion von Protein Z in den HI-Loop von VP1

führte zu dem funktionellen Fusionsprotein VP1-Z. Die biophysikalische Charakterisierung

ergab, daß VP1-Z (i) eine vergleichbare Temperaturstabilität wie wtVP1 aufweist, (ii)

Antikörper binden kann, (iii) keine Sialinsäurebindungseigenschaft mehr besitzt und (iv) die

Kapsomere zu einer homogenen Spezies Kapside assembliert werden können.

Der Einsatz eines ternären Komplexes aus VP1-Z, Antikörper und DNS führte zur Zelltyp-

spezifischen Adressierung des Vektorsystems in Zellkulturexperimenten. Unspezifische

Wechselwirkungen mit Antigen-negativen Zellinien blieben aus.
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Weiterhin war es mit diesem Vektorsystem möglich, den funktionellen, spezifischen

Gentransfer in Zellkultur zu demonstrieren. Die erreichten Transduktionsraten mit dem

Vektorsystem VP1-Z/Herceptin lagen dabei im Bereich dessen, was bisher mit dem wtVP1

gemessen wurde. Unspezifische Transduktion von Antigen-negativen Zellen oder die

Transduktion mit Einzelkomponenten konnte nicht beobachtet werden. Als limitierender

Faktor für die Transduktion konnte die Freisetzung aus dem lysosomalen Kompartiment

identifiziert werden.

Neben der Bindung ganzer Antikörper auf der Oberfläche von VP1-Z über eine nicht-

kovalente Wechselwirkung, sollten auch die Eigenschaften der Variante VP1-E8C untersucht

werden. Mit dieser Variante ist die Bindung positiv geladener Peptide oder Proteine über

polyionische Wechselwirkungen an der Oberfläche von VP1-E8C und die kovalente

Kopplung über eine Disulfidverbrückung möglich. Die Bindung des Zelltyp-spezifischen

Antikörperfragmentes B3 an VP1-E8C wurde durch eine polyionische Arg8Cys-Sequenz an

der VH-Domäne vermittelt. Der Einsatz dieses Systems führte zur Zelltyp-spezifischen

Transduktion von LeY-positiven Zellen. Neben dem Einsatz verschiedener LeY-positiver und

-negativer Zellininen konnte die Spezifität auch durch die Kompetition der Transduktion mit

freiem LeY-Antigen gezeigt werden. Die Effektivität der Transduktion mit diesem

Vektorsystem war allerdings sehr gering. Um die limitierenden Schritte zu identifizieren,

wurden einzelne Stufen der Transduktion untersucht. Die Bindung an die Zelloberfläche und

die Internalisierung sind sehr effektiv und stellen keine Limitation dar. Es wurde darüber

hinaus nachgewiesen, daß auch dieses Vektorsystem durch Rezeptor-vermittelte Endozytose

aufgenommen wird. Das bedeutet, wie auch bei VP1-Z/Herceptin, die intrazelluläre

Überführung in das lysosomale Kompartiment und den Abbau des Transduktionssystems.

Neben dieser Limitation konnte aber auch noch eine verringerte DNS-Bindung bei neutralem

pH-Wert identifiziert werden. Durch die Absenkung des pH-Wertes während der Inkubation

der DNS mit den Kapsiden konnte die DNS-Bindung etwas effizienter gestaltet werden. Diese

Untersuchungen erlaubten es, das Transduktionsprotokoll für diese VP1-Variante sinnvoll zu

verbessern und damit die Transduktionseffizienz zu steigern.

Mit der Entwicklung zweier verschiedener Kopplungsmethoden zur Bindung von Antikörpern

bzw. Fv-Fragmenten auf der Oberfläche von VP1 konnte die systematische Entwicklung eines

Zelltyp-spezifischen Vektorsystems für die Gentherapie dargestellt werden. Darüberhinaus

wurden limitierende Schritte des funktionellen Gentransfers mit diesem System

charakterisiert. Dadurch ergibt sich die Möglichkeit, das Transduktionssystem VP1

hinsichtlich der Transduktionseffizienz weiter zu verbessern. Der modulare Aufbau dieses
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Vektorsystems erlaubt außerdem die einfache Kombination verschiedener VP1-Varianten, um

neuentwickelte oder verbesserte Eigenschaften miteinander zu verbinden. Ein weiterer Vorteil

besteht in der Flexibilität bei der Auswahl des zu transduzierenden Zelltyps. Der Austausch

des Antikörpers oder Fv-Fragmentes auf der Oberfläche von VP1 vermittelt dem kompletten

Vektorsystem eine neue Spezifität, ohne daß neue Varianten von VP1 konstruiert und

charakterisiert werden müssen.
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2 Einleitung

2.1 Molekulare Therapien

Die Entwicklung von Arzneistoffen beruhte in den vergangenen Jahrzehnten auf der Synthese

von Substanzen durch die klassische organische Chemie, die als Agonisten oder Antagonisten

zur Behandlung von Krankheiten eingesetzt wurden. Ebenso wurden eine große Anzahl

Naturprodukte entweder direkt aus Wirtsorganismen gewonnen oder nach der Aufklärung

ihrer Struktur chemisch hergestellt (z.B. Lactam-Antibiotika ).

Mit der rasanten Entwicklung der Biotechnologie haben sich die Stoffklassen der

Therapeutika erweitert. Das zunehmende Wissen über bestimmte Stoffwechselprozesse hat

die prinzipielle Strategie zur Behandlung von Krankheiten verändert. So ist es heute

vorstellbar, durch die Gentherapie nicht die Symptome einer genetisch bedingten Krankheit

zu therapieren, um die Lebensqualität des Patienten zu verbessern, sondern die

Voraussetzungen sind prinzipiell geschaffen, auf molekularer Ebene die genetische

Information so zu verändern, daß die Krankheit therapiert werden kann.

Auch die Art der Therapeutika hat einen großen Wandel erfahren. Waren in den letzten 30

Jahren hauptsächlich niedermolekulare Substanzen im Einsatz, werden heute verstärkt die

ersten Therapeutika auf Proteinbasis ebenso wie Nukleinsäuren eingesetzt.

2.2 Proteintherapie

Die Proteintherapie ist eine Therapieform, bei der ein Protein als Wirkstoff zum Einsatz

kommt. Der große Vorteil beim Einsatz von Proteinen als Therapeutikum besteht in ihrer sehr

spezifischen Funktion. Dies macht unerwartete Nebenwirkungen relativ unwahrscheinlich

(Russell und Clarke, 1999).

Als therapeutische  Einsatzgebiete für Proteine können in Frage kommen:

- direkter Ersatz eines defekten Proteins (A),

- Verstärkung eines vorhandenen Stoffwechselweges oder Prozesses, mit dem Ziel toxische

Stoffwechselprodukte oder toxische Prozesse zu reduzieren (B),

- Einführung eines Enzyms mit einer Aktivität, die an dieser Stelle sonst nicht vorhanden ist

(C).

Das wohl prominenteste Beispiel für den Einsatz rekombinanter Proteine ist die Anwendung

rekombinanten Insulins zur Behandlung des Diabetes mellitus (Ahrens et al., 1986). Auch die

klinische Anwendung verschiedener Kolonie-stimulierender Wachstumsfaktoren wird mit

Erfolg durchgeführt (Holldack et al., 1992; Burdach, 1992; Metcalf, 1990; Begley, 1993).
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Zur Verringerung von toxischen Stoffwechselprodukten wird bei der Therapie der zystischen

Fibrose rekombinant hergestellte DNase eingesetzt. Das Medikament (Pulomozyme,

Genentech Inc.) wird von den Patienten inhaliert und dadurch der DNS Gehalt im Sputum

deutlich reduziert (Bates und Nahata, 1995). Die folgende Tabelle gibt eine Übersicht über

Krankheiten, bei denen Proteine als Therapeutika eingesetzt wurden:

Krankheit Protein

Einsatzgebiet A (siehe oben)

Severe combined immune deficency (SCID) Bovine Adenosin-Desaminase PEG (ADA)

Morbus Gaucher Glukozerebrosidase

Morbus Hurler α-L-Iduronidase

α-Anti-Trypsin Mangel α-Antitrypsin

Diabetes mellitus Insulin

Wachstumshormon Mangel Somatotropin (STH/hGH)

Haemophilie A Faktor VIII

Einsatzgebiet B (siehe oben)

Multiple Sklerose Interferon β-1b

Zystische Fibrose DNase

Glykogen Speicherkrankheiten Granulozyten Kolonie-stimulierender Faktor (GCSF)

Einsatzgebiet C (siehe oben)

Phenylketonurie (PKU) Phenylalanin-Ammonium-Lyase

Akuter myocardialer Infarkt Streptozym, tissue plasminogen aktivator (tPA)

Tabelle 1: Proteine als Therapeutika bei der Behandlung verschiedener Krankheiten, verändert nach Russell und

Clarke (1999).

Therapeutischen Proteinen fehlen allerdings zwei entscheidende Eigenschaften, die ihren

Einsatz in der Klinik stark limitieren. Zum einen fehlt ihnen die Fähigkeit, die Zellmembran

zu überwinden, um im Zytosol oder Zellkern wirksam zu werden. Zum anderen ist es nicht

generell möglich, Proteine zielgerichtet einzusetzen, d.h. daß nur bestimmte Zell- und

Gewebearten das therapeutisch aktive Protein aufnehmen (Russell und Clarke, 1999). Erst mit

der Aufklärung verschiedener zellulärer Oberflächenrezeptoren konnten Verfahren entwickelt

werden, die eine Zelltyp-spezifische Adressierung bzw. eine Direktion der Proteine in

bestimmte zelluläre Kompartimente ermöglichen. Durch Adressierung über den Mannose-6-

Phosphat-Rezeptor oder Mannose-Rezeptor in Leukozyten konnte gezeigt werden, daß sich

lysosomale Enzyme nach der Aufnahme in die Zellen im lysosomalen Kompartiment
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befanden (Pfeffer, 1991). Ebenfalls eine Zelltyp-spezifische Adressierung eines

Therapeutikums auf Proteinbasis gelang mit der Entwicklung des anti-ErbB2 spezifischen

Antikörpers. Dieser Antikörper ist gegen die Rezeptor-Tyrosin-Kinase ErbB2 der EGF-

Familie gerichtet. Dieser von Genentech hergestellte Antikörper ist der erste, der in klinischen

Verfahren eingesetzt wird und sich als wirksames Therapeutikum zur Behandlung von

Brustkrebs bewährt hat (Miles, 2001).

Ein neuer Aspekt zur Verbesserung der Aufnahme und der zielgerichteten Adressierung  ist

die Herstellung von Fusionsproteinen. Die Fusion des Nerven-Wachstumsfaktors (NGF) mit

Transferrin führt zu einer verbesserten Aufnahme in Zellen des ZNS, vermutlich durch

Rezeptor-vermittelte Endozytose (Park et al., 1998). Seit kurzem finden auch sogenannte

Immunotoxine in der Krebstherapie Anwendung. Durch den Immunglobulin-Anteil ist eine

Zelltyp-spezifische Adressierung möglich und Nebenwirkungen durch den Toxin-Anteil

werden minimiert (Pastan et al., 1996; Pastan et al., 1995; Brinkmann et al., 1991). Diese

hochspezifischen und hochpotenten Proteintherapeutika befinden sich in klinischen Phase II

Studien. Andere Fusionsproteine bedienen sich nicht der Rezeptor-vermittelten Endozytose.

Stattdessen nutzen sie die funktionellen Domänen von Translokationsproteinen aus

pathogenen Organismen wie Yersinia pseudotuberculosis. Diese Proteindomäne dient der

Überwindung der Zellmembran, der andere Teil des Fusionsproteins der DNS Bindung. Ein

Beispiel hierfür ist das GAL4/Invasin Fusionsprotein (Paul et al., 1997). Interessant ist auch

die Fusion mit einigen viralen Proteinen. So konnte gezeigt werden, daß Fusionsproteine mit

dem HIV TAT Protein effektiv in verschiedenste Zelltypen und Gewebearten im Mausmodell

transloziert wurden (Schwarze et al., 1999). Fusionsproteine mit dem Virushüllprotein VP22

des Herpes-Simplex-Virus konnten auch erfolgreich für die Transduktion eingesetzt werden.

Dabei wurde nachgewiesen, daß die Fusionsproteine durch einen interzellulären Transport in

benachbarte Zellen gelangen (Elliott und O'Hare, 1997). Mittels solcher Fusionsproteine

konnte funktionelles p53 in Zellen eingeschleust werden (Phelan et al., 1998). Die

Transfektion mittels viraler Proteine wird bisher allerdings noch nicht in klinischen Studien

untersucht.

Die Therapie verschiedenster Krankheiten mittels rekombinant hergestellter Proteine wird in

naher Zukunft noch deutlich an Bedeutung zunehmen. Die Herstellung großer Mengen an

therapeutischem Protein ist heute durch biotechnologische Verfahren möglich. Durch die

Sequenzierung des kompletten Humangenoms wird auch die Anzahl der therapeutisch

relevanten Proteine und Zielstrukturen noch deutlich ansteigen.
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2.3 Gen- und Krebstherapie

Ursprünglich wurde die Gentherapie als die Behandlung einer vorhandenen Erkrankung durch

das Ersetzen einer fehlerhaften DNS Kopie mittels Gentransfer definiert. Diese Definition

wurde in den letzten Jahren stark erweitert und umfaßt heute den Transfer von Nukleinsäuren,

gleichwohl DNS als auch RNS, um Krankheiten zu verhüten oder zu therapieren (Crystal,

1995; Miller, 1992; Mulligan, 1993). Der Transfer von antisense-RNS oder -DNS oder

Ribozymen gegen ein Onkogen, die Impfung gegen Hepatitis-Viren durch DNS, die das

Hepatitis-S-Antigen codiert, die Behandlung zystischer Fibrose durch adenoviralen

Gentransfer und die Implantation genetisch modifizierter haematopoetischer Stammzellen

werden heutzutage aber ebenso als Beispiele für die Gentherapie angesehen. Gerade die

Krebstherapie mit Vektoren für den Nukleinsäuretransfer hat in letzter Zeit mehr

Aufmerksamkeit erregt. Die zellulären Grundlagen sind meist besser untersucht als bei

Veränderungen in komplexen Stoffwechselvorgängen und oftmals stehen Tiermodelle für die

Grundlagenforschung zur Verfügung.
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Einen Überblick über Krankheiten, die potentiell mittels Gentherapie behandelt werden

können gibt Tabelle 2:

Krankheit Ursache Inzidenz Zielzellen

Genetische
Krankheiten

Severe combined
immunodeficiency
(SCID)

Adenosin-Desaminase
(25% aller SCID
Patienten)

selten Knochenmarkzellen oder
T-Zellen

Haemophilie A/B Faktor VIII/IX 1:10 000 Männer
1:30 000 Männer

Leber, Muskeln,
Fibroblasten oder
Knochenmarkzellen

Familiäre Hyper-
cholesterolaemie

Mangel an LDL
Rezeptor

1:1 Million Leber

Zystische Fibrose Verlust/Mutation des
CFTR Gens

1:3 000 Europäer Lungenepithel

Thalassaemie /
Sichelzellenanaemie

Defekte im α- oder β-
Globin Gen

1:600 in bestimmten
Bevölkerungsgruppen

Knochenmarkzellen

Morbus Gaucher Mangel an
Glukozerebrosidase

1:450 von Ashkenzai
Juden

Knochenmarkzellen,
Makrophagen

α-Antitrypsin Mangel,
vererbbare Emphyseme

Mangel an α1-
Antitrypsin

1:3 500 Lunge oder Leberzellen

Erworbene
Krankheiten

Krebs Verschiedene Gründe:
Genetisch oder
umweltbedingt

1 Millionen/Jahr in den
USA

Verschiedene
Krebszellarten: Leber,
Gehirn, Pankreas, Brust,
Niere

Neurologische
Krankheiten

Parkinson, Alzheimer,
Knochenmark-
verletzungen

1 Millionen Parkison
und 4 Millionen
Alzheimer Patienten in
USA

Gehirn, neuronale
Zellen, Gliazellen,
Schwan´sche Zellen

Gefäßkrankheiten Arteriosklerose,
Restinosis

13 Millionen Patienten
in USA

Vaskuläre
Endothelzellen

Infektionskrankheiten AIDS, Hepatitis Steigende
Patientenzahlen

T-Zellen, Leberzellen,
Makrophagen

Tabelle 2: Krankheiten, die mittels Gentherapie behandelt werden könnten, verändert nach Verma und

Somia (1997).

Eine aktuelle Übersicht über die bisher durchgeführten klinischen Studien kann unter

folgender Internetadresse eingesehen werden: www.wiley.co.uk/genetherapy.
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2.3.1 Krankheitsbilder

Krankheiten, die mittels Gen- oder Krebstherapie behandelt werden sollen, sind komplex.

Dabei kann es sich um angeborene oder erworbene Krankheiten handeln, ebenso wie um

Infektionskrankheiten. Kurz sollen hier einige Krankheitsbilder beschrieben werden, bei

denen die Mittel der Gentherapie zum Einsatz kommen können.

2.3.1.1 Adenosin-Desaminase Mangel

Bei dieser Krankheit fehlt den Patienten die Adenosin-Desaminase, was zu einem schweren

Immundefekt führt. Der Mangel an Adenosin-Desaminase führt zur Akkumulation von dATP.

Dieses inhibiert die Ribonukleotid-Reduktase und damit die Synthese der anderen dNTPs.

Damit kommt die DNS-Synthese und somit auch die Zellproliferation zum Erliegen. Durch

diesen Effekt ist im Wesentlichen die Proliferation von Lymphozyten betroffen, da diese

Zellen besonders aktiv Desoxyadenosin phosphorylieren. Diese erblich bedingte Krankheit

war die erste, die mittels Gentherapie behandelt wurde (Ramsey et al., 1995; Blaese et al.,

1995).

2.3.1.2 Zystische Fibrose

Die Zystische Fibrose (CF) wurde lange als Modellkrankheit für die Gentherapie angesehen,

da ein monogenischer Defekt vorliegt. Bei 70% der Patienten handelt es sich um eine

Deletion im CFTR-Gen (Koch und Hoiby, 2000), wobei auf Proteinebene die Aminosäure

Phenylalanin an Position 508 deletiert ist. Das Genprodukt des CFTR-Gens ist ein

Transmembranprotein, das einen Cl--Ionenkanal bildet und gleichzeitig andere Ionenkanäle

reguliert (Kunzelmann und Mall, 2001). Die Auswirkungen in der Lunge sind bei CF

Patienten eine erhöhte Na+-Resorption und eine verminderte Cl--Sekretion. Dadurch kommt

es zu einer Verringerung der Flüssigkeit, die das Lungenepithel bedeckt. Das hat eine

Verdickung des Mucus auf dem Lungenepithel und einen verminderten Abtransport aus der

Lunge zur Folge. Diese Mucus-Ablagerung führt häufig auch zu chronischen Infekten mit

Pseudomonas aeruginosa. Die bei der Immunreaktion lysierten Zellen in der Lunge setzen

DNS und Actin frei, die wiederum zu einer weiteren Verdickung des Mucus führen (Zahm et

al., 2001). Neben der Lunge sind auch noch andere Organe betroffen, wie Haut, Leber,

Bauchspeicheldrüse und Nieren (Kunzelmann und Mall, 2001).

Versuche, das humane CFTR-Gen durch Adeno-assoziierten Viren zu transduzieren und

damit eine normale CFTR-Funktion zu gewährleisten, führten in verschieden Modellen zu



10 Einleitung

vielversprechenden Ergebnissen (Carter und Flotte, 1996; Flotte et al., 1996; Conrad et al.,

1996).

2.3.1.3 Duchenne Muskeldystrophie (DMD)

DMD ist eine X-chromosomal dominant vererbte Krankheit, die auf Mutationen oder

Deletionen im Dystrophin-Gen beruht. Die Pathogenese der Krankheit beinhaltet Nekrosen

der Skelett- und Herzmuskulatur und führt in der Regel zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr

zum Tod (Robbins und Ghivizzani, 1998). Obwohl sowohl die molekulare Ursache der

Krankheit bekannt ist, als auch die Zielzellen für eine Therapie, ist die Behandlung der DMD

bisher nicht erfolgreich. Ein Problem stellt vermutlich die große Menge des zu behandelnden

Gewebes dar. Zusätzlich scheint die Basalmembran des Muskelgewebes eine physische

Barriere zu sein, die von bisherigen Vektoren nicht ohne weiteres überwunden werden kann

(Kakulas, 1997; Gussoni et al., 1997; Hauser et al., 1997; Douglas und Curiel, 1997).

2.3.1.4 Arthritis

Bei der Arthritis handelt es sich um ein Krankheitsbild, welches zwar nicht genetisch bedingt

ist, dennoch durch Gentherapie behandelt werden kann.

Die rheumatoide Arthritis ist eine Autoimmunkrankheit, die sich in den Gelenken

manifestiert. Klassische Therapieformen schließen die Gabe von Medikamenten auf

Steroidbasis ein, die zwar entzündungshemmend wirken, aber die fortschreitende

Gelenkszerstörung nicht aufhalten können. Versuche mit IL-1- und TNFα-Inhibitoren haben

gezeigt, daß diese Proteine die Zerstörung der Gelenke verhindern (Otani et al., 1996).

In einem Versuch der klinischen Phase I werden deshalb synoviale Zellen der Gelenke

entfernt und so transduziert, daß es zur Expression eines IL1-Inhibitors in den transduzierten

Zellen kommt. Die modifizierten Zellen werden dann wieder implantiert (Evans et al., 1996).

2.3.1.5 Lysosomale Speicherkrankheiten

Die Gaucher Krankheit ist eine lysosomale Speicherkrankheit, die durch Mutationen im Gen

für die Glukozerebrosidase verursacht wird. Obwohl das Gen in allen Zellen defekt ist,

betrifft die Gaucher Krankheit vornehmlich die Makrophagen. Mittels einer Proteintherapie,

d.h. der Gabe von modifizierter Glukozerebrosidase, wurde die Pathogenese vollständig

verhindert  (Robbins und Ghivizzani, 1998). Die retrovirale Transduktion haematopoetischer

Stammzellen mit dem Glukozerebrosidase-Gen führte in Patienten zur Expression der
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Glucozerebrosidase in allen abgeleiteten Zellinien. Eine Langzeitexpression wurde in einer

Populationen CD34+-Zellen aus periphärem Blut erreicht (Bahnson et al., 1994).

2.3.1.6 Krebs

Krebserkrankungen gehören zu einem Krankheitsbild, bei dem zwischen verrerbt und

erworben nicht immer genau unterschieden werden kann. Das fortschreitende Verständnis der

molekularen Grundlagen von Krebserkrankungen führte auch zur Entwicklung von

Behandlungsstrategien, die Vektoren aus der Gentherapie nutzen.

Eine wichtige Strategie zur Behandlung von Krebs durch die Gentherapie ist die

Einschleusung von Tumorsuppressorgenen in Krebszellen (Tabelle 3). Dies führt in den

Krebszellen, bei denen diese Gene defekt sind, zu Wachstumsstillstand oder Zelltod.

Genprodukt Funktion Effekt in Zellkultur Effekt im Mausmodell

INK4A Blockiert Zellzyklus durch
CDK4 Inhibierung

Proliferationsstop Tumorsuppression

INK4A-KIP1 Fusion Inhibiert CDK4 und CDK2 Apoptose Tumorregression

Rb Zellzyklus unterbrochen
durch E2F Repression

Proliferationsstop Tumorsuppression

p130 Zellzyklus unterbrochen
durch E2F Repression

Proliferationsstop Tumorregression

ARF Schützt p53, da MDM2
inhibiert wird

Proliferationsstop Nicht durchgeführt

p53 Fördert Zellzyklus Arrest
und Apoptose

Proliferationsstop und
erhöhte
Strahlungssensitivität

Tumorsuppression,
verringerte
Metastasenbildung

PTEN Baut 3´-phosphorylierte
Phosphoinosite ab, die
Zellwachstum und
Überlebens-
Stoffwechselwege
aktivieren

Proliferationsstop;
Apoptose; erhöhte
Strahlungssensitivität

Tumorsuppression oder kein
Effekt

APC Markiert β-Catenin zum
Abbau

Apoptose Nicht durchgeführt

BRCA1 Unversehrtheit des Genoms Proliferationsstop oder
Apoptose

Tumorsuppression

Tabelle 3: Expression von Tumorsuppressoren in Zellkultur und Mausmodell, nach McCormick (2001).
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Für die bekannten Tumorsuppressorgene konnte gezeigt werden, daß ihre Expression in vitro

zu einem Proliferationsstop führte. Auch Geneprodukte, die für die Integrität des Genoms

verantwortlich sind, können zur Therapie eingesetzt werden (zB. BRCA1 und 2). So führte

die Bildung von BRCA1 in Tumorzellen zum Proliferationsstop oder Apoptose bei Brust-

oder Eierstockkrebs (Holt et al., 1996; Shao et al., 1996), obwohl wtBRCA1 ebenfalls von

den Zellen gebildet wurde.

Ein wichtiger Aspekt beim Einsatz der Tumorsuppressorgene ist die sehr geringe

Wahrscheinlichkeit von kollateralen Schäden in gesunden Zellen. Die eingeführten Gene sind

in gesunden Zellen hochreguliert (McCormick, 2001). So konnte gezeigt werden, daß die

Transduktion mit tp53 keinen Effekt auf gesunde Zellen hatte, obwohl das bis zu 100-fache

der therapeutisch relevanten Dosis angewendet wurde (Zhang et al., 1994). Eigentlich wurde

nicht erwartet, daß die Expression von Tumorsuppressorgenen einen sogenannten Bystander-

Effekt auf umliegendes Krebsgewebe auslöst. Man ging vielmehr davon aus, daß jede

einzelne Zelle transduziert werden muß. Erstaunlicherweise zeigt gerade TP53 einen solchen

Effekt, vermutlich weil es die VEGF Expression herunterreguliert (Nishizaki et al., 1999;

Bouvet et al., 1998) und außerdem die Expression von Thrombospondin fördert und damit die

Angiogenese unterdrückt (Dameron et al., 1994).

Zur Zeit durchgeführte klinische Versuche nutzen Adenoviren zur Transduktion von Zellen

mit tp53 (Adp53). Dabei kann eine anti-Tumor Aktivität in einigen Patienten beobachtet

werden, die wegen eines großzelligen (bzw. nicht-kleinzelligen) Bronchialkarzinoms oder

Plattenepithelkarzinoms therapiert werden (Swisher et al., 1999; Clayman et al., 1999). Dieses

Verfahren befindet sich derzeit in Kombination mit Chemotherapeutika in der klinischen

Phase II und III (Nemunaitis et al., 2000a; Nemunaitis et al., 2000b).

Neben der Expression der Tumorsuppressorgene ist die Inhibierung spezifischer Onkogene

auch Ziel der Krebstherapie. Tumore, die auf dem Onkogen ras beruhen, werden zerstört,

wenn das ras Genprodukt auf RNS-Ebene genetisch (antisense Nukleotide oder Ribozyme)

oder auf Protein-Ebene pharmakologisch eliminert wird (Chin et al., 1999; Barrington et al.,

1998). Chronische myelogene Leukämien zeigen einen deutlichen Rückgang, wenn das

Onkoprotein p210-BCR-ABL durch den ABL Inhibitor STI-571 (Gleevec) inhibiert wird,

obwohl es noch zahlreiche andere genetische Modifikationen in diesen Zellen gibt (Druker et

al., 2001).

Erwähnt sei noch eine weitere Form der Krebstherapie, die sogennannte suicide therapy. Die

sogenannten suicide Gene, die in die Krebszellen eingeschleust werden, codieren für Enzyme,

die es der Krebszelle ermöglichen, eine nicht toxische Vorstufe eines Zellgiftes zu der aktiven
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Form umzusetzen. Dieses kann dann nach dem Zelltod auch umliegende Zellen töten. Da

diese Eigenschaft nur den Tumorzellen durch die Transfektion vermittelt wird, können

gesunde Zellen die relativ harmlose Vorstufe des Giftes nicht metabolisieren. Beispiele für

diese Art der Therapie sind: Herpes-Simplex-Virus Thymidin-Kinase (Moolten, 1986),

Cytosin Deaminase (Trinh et al., 1995; Hanna et al., 1997), Nitroreduktase (Bridgewater et

al., 1995), Carboxylesterase (Danks et al., 1998), Cytochrome P450 (Waxman et al., 1999),

Purin-Nukleosid Phosphorylase (Sorscher et al., 1994).

Eine gänzlich andere Vorgehensweise zur Krebstherapie wird im Moment entwickelt. Dabei

macht man sich replikationsdefiziente Adenoviren zu Nutze (McCormick, 2001). Diese Viren

können sich nur in Zellen vermehren, die in dem Rb-Signaltransduktionsweg gestört sind, was

für viele Krebszellen zutrifft. Diese Krebszellen sind dann potentielle Wirtszellen für die

Virusreplikation, während gesunde Zellen die adenovirale Replikation nicht auslösen können

(Heise et al., 2000; Heise und Kirn, 2000; Fueyo et al., 2000; Doronin et al., 2000). Die

Replikation der Viren in der Tumorzelle führt zur Zellyse und zur Ausbreitung der Viren in

weiteren Tumorzellen. Die Effektivität dieses Systems konnte durch Viren, die das

Adenovirus Death Protein (ADP) überexprimieren, noch gesteigert werden. Dieses Protein

steigert die Zellyse und die Freisetzung der Viren (Doronin et al., 2001).

Die Vielzahl der durchgeführten Studien und ihre Diversität zeigen deutlich, daß diese

Therapieform ein großes Potential besitzt. Dennoch ist die Effektivität der Behandlung

bislang noch äußerst gering. Zwar zeigen die eingesetzten viralen Systeme eine hohe

Transduktions- und Expressionseffizienz (>90%) (Luo und Saltzman, 2000), aber dennoch

konnte keines der angewendeten klinischen Protokolle einen durchschlagenden Erfolg

erzielen (Anderson, 1998).
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2.4 Vektoren für die Gen- und Krebstherapie

Wie bereits erwähnt, werden in der Gen- und Krebstherapie für die meisten klinischen

Studien als Vektoren virale Systeme benutzt. Die natürliche Eigenschaft der Viren, Zellen zu

befallen und sich unter Nutzung des Wirtsstoffwechsels zu vermehren, prädestinieren sie für

gentherapeutische Anwendungen. Dennoch werden auch nicht-virale Systeme wie Liposomen

für den Gentransfer entwickelt.  Die Tabelle 4 gibt einen Überblick über verwendete Systeme

und ihre Vor- und Nachteile:

Eigenschaft Retrovirus Lentivirus Adenovirus AAV DNS/Lipid-
DNS

Max.
verpackbare
DNS

7-7,5 kb 7-7,5 kb ca. 30 kb 3,5-4,0 kb Unbeschränkt

Max.
erreichbarer
Titer
(Partikel/ml)

>108 >108 >1011 >1012 Unbeschränkt

Integration in
das Genom

Ja Ja Nein Ja, wenn rep
Gen vorhanden

Gering

Expressions-
dauer in vivo

Kurz Lang Kurz Lang Kurz

Stabilität Gut Nicht getestet Gut Gut Sehr gut

Biotechno-
logische
Produktion

Bis 25 l getestet Nicht bekannt Leichte Groß-
produktion

Schwer zu
reinigen,
schwere
Großproduktion

Leichte Groß-
produktion

Immunologische
Nebenreakionen

Gering Gering Stark Nicht bekannt Keine

Empfänger Vor-
immunität

Unwahr-
scheinlich

Unwahr-
scheinlich, außer
AIDS Patienten

Vorhanden Vorhanden Keine

Sicherheits-
risiken

Insertions-
mutationen

Insertions-
mutationen

Entzündungs-
reaktionen,
Toxizität

Entzündungs-
reaktionen,
Toxizität

Keine

Tabelle 4: Eigenschaften verschiedener Vektoren in einer Gegenüberstellung, verändert nach Verma und Somia

(1997).
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2.4.1 Virale Vektoren

In der klinischen Forschung werden hauptsächlich 4 verschiedene virale Systeme eingesetzt,

auf die im Folgenden näher eingegangen wird. Dennoch sollen auch alternative virale

Systeme erwähnt werden. Hierbei handelt sich um +-Strang RNA-Viren wie Polio-,

HepatitisB- oder Sindbis-Virus. Die therapeutische RNA wird nach dem Gentransfer in der

Zelle autonom durch die virale Replikase vermehrt. Dadurch können sehr hohe

Expressionsraten erreicht werden, was diese Systeme sehr interessant für die Vakzinierung

macht (Robbins und Ghivizzani, 1998).

2.4.1.1 Retroviren

Retroviren werden aufgrund ihrer Genomstruktur in einfache und komplexe Retroviren

eingeteilt (Coffin, 1996; Vogt, 1997). Beide Klassen enthalten die Gene gag, pol, pro und

env. Die komplexen Retroviren enthalten darüberhinaus noch weitere Gene. Retroviren

können neben dieser Klassifizierung auch noch in die Gruppen der Onkoviren, der Lentiviren

und der Spumaviren eingeteilt werden (Coffin, 1996). Dabei zählen die meisten Onkoviren zu

den einfachen, die Lenti- und Spumaviren zu den komplexen Viren.

Das Retrovirus infiziert die Zielzelle durch eine spezifische Bindung des env-Proteins mit

einem zellulären Rezeptor. Das Virus wird dann internalisiert und die Membranhülle entfernt.

Das RNS Genom wird revers transkribiert zu einer proviralen, doppelsträngigen DNS. Die

dsDNS wird dann stabil in das Genom der Wirtszelle integriert. Für viele Viren ist der

Zusammenbruch der Kernhülle während der Mitose der einzige Zeitpunkt, an dem sie in den

Zellkern gelangen können. Eine Ausnahme stellen hier die Lentiviren dar (Robbins und

Ghivizzani, 1998). Die Integration der proviralen DNS bedeutet eine Modifikation der Wirts-

DNS über die gesamte Lebenszeit. Dies steht im Kontrast zur Gentherapie mittels anderer

DNS-Viren wie Herpes-Simplex Virus oder Papilloma-Virus, deren genetische Information

episomal verbleibt. Die Integration der proviralen DNS erfolgt über die vom Virus codierte

Integrase. Nach der Integration erfolgt die Transkription der proviralen DNS. Dabei werden

zum einen komplette provirale Sequenzen gebildet, die als neues virales RNS Genom dienen.

Andere Sequenzen werden gespliced und mit Hilfe der Wirtsproteine translatiert (gag, pro,

env, pol). Da diese modifizierten RNS-Sequenzen keine Ψ Sequenz mehr enthalten, werden

diese RNS Moleküle nicht in die virale Hülle verpackt. Das komplette Virus wird dann durch

die mit env-Proteinen bestückte Membran ausgeschleust und erhält dadurch die

Membranhülle.
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Da Retroviren oftmals Säugerzellen als Wirtszellen haben, können sie nach Applikation

Zellen infizieren und sich vermehren. In den meisten klinischen Anwendungen ist dieser

Prozeß jedoch nicht erwünscht. Deshalb wurde das Konzept der replikationsdefizienten

Retroviren entwickelt. Das Genom des Virus wird dabei auf ein sogenanntes Vektor- und ein

Helfer-Konstrukt aufgeteilt (Miller, 1997). Das Helfer-Konstrukt (oder die Helfer-Zellinie)

produziert alle wichtigen Proteinkomponenten für die Herstellung eines Virus. Da nur die

RNS, die vom Vektorkonstrukt gebildet wird, eine Verpackungssequenz besitzt, kann nur

diese RNS verpackt werden. Allerdings codiert das Vektorkonstrukt nur das therapeutisch

relevante Gen und keinerlei virale Proteine. Die so produzierten Viren sind

replikationsdefizient (Hu und Pathak, 2000). Bisher sind von allen drei Klassen der

Retroviren Vektoren für die Gentherapie entwickelt und beschrieben worden, der am meisten

verbreitete Vektor ist allerdings abgeleitet vom MMLV, einem Onkovirus (Hu und Pathak,

2000). Die Sequenz des therapeutischen Gens wird dabei im Vektorkonstrukt zwischen die

LTRs kloniert.

Der Vorteil der Retroviren, sich in ein Genom stabil zu integrieren und über Generationen

vererbt zu werden, ist auch der Hauptgrund für die Sicherheitsbedenken, die es zu diesem

System gibt. Es darf nicht zur Bildung replikationskompetenter Retroviren im

Wirtsorganismus kommen und es darf keine Insertionsmutagenese bei der Genomintegration

stattfinden. Insertionsmutagenese konnte mit replikationskompetenten Retroviren gezeigt

werden (Coffin, 1996). Die Bildung replikationskompetenter Retroviren kann zum einen

durch Rekombination während ihrer Herstellung stattfinden. Das kann zumindest statistisch

minimert werden, wenn Sequenzen in den Helfer- und Vektorkonstrukten nur geringe

Homologien aufweisen (Hu und Pathak, 2000). Eine andere Möglichkeit der Entstehung

replikationskompetenter Viren ist die homologe Rekombination mit verwandten Viren.

Dadurch entstehen bei der Produktion von MMLV in Mäusezellinien replikationskompetente

Viren (Purcell et al., 1996). Abhilfe kann hier die Nutzung z.B. humaner Zellinien bringen,

von denen nicht bekannt ist, daß sie endogene, MMLV-verwandte Viren tragen (Ory et al.,

1996). Darüberhinaus konnte gezeigt werden, daß diese replikationskompetenten MMLV in

Primaten Lymphome hervorrufen können (Donahue et al., 1992; Vanin et al., 1994; Purcell et

al., 1996).

Die Zelltyp-spezifische Adressierung viraler Partikel ist eine Vorraussetzung für den Einsatz

der Partikel in vivo. In verschiedenen Versuchen konnten durch Kombination von gag- und

env-Proteinen unterschiedlicher viraler Stämme, sogenannte pseudotyped Viren konstruiert

werden (Miller und Buttimore, 1986). Diese Strategie läßt sich allerdings nicht
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verallgemeinern (Linial, 1999). Neben der Adressierung der viralen Partikel bekommt auch

die Nutzung Zelltyp-spezifischer Promotoren immer mehr Bedeutung. Diese erlauben die

Expression des transduzierten Gens nur in einer bestimmten Gewebeart. Ein ähnliches Prinzip

verfolgen auch Vektorkonstrukte, bei denen die Expression durch bestimmte Stoffe, wie z.B.

Tetracyclin, gesteuert wird. Die Expression des Transgens wird dann erst nach der Gabe

dieses Induktors angeschaltet (Somia und Verma, 2000).

Die Produktion hoher Titer an retroviralen Vektoren stellt immer noch ein großes Problem

dar. Zwar kann mittels pingpong Amplifikation (Kozak und Kabat, 1990) die superinfection

interference vermindert werden. Allerdings entstehen bei dieser Methode oft

replikationskompetente Viren. Physikalische Methoden, um hohe Titer zu erreichen, werden

zwar verwendet (z.B. Ultrafiltration), allerdings scheinen Retroviren bezüglich verschiedener

Arbeitsschritte labiler zu sein  als andere virale Systeme (Hu und Pathak, 2000).

2.4.1.2 Adenovirale Vektoren

Adenoviren sind hüllenlose, dsDNS-Viren. Der virale Vermehrungszyklus beginnt mit der

Bindung der Fiber Monomere an das sogenannte CAR Protein (coxsackie virus and

adenovirus receptor) (Bergelson et al., 1997). Die darauffolgende Interaktion der Penton

Basis mit Integrinen führt zur Rezeptor-vermittelten Endozytose. Adenoviren nutzen die

Absenkung des pH-Wertes im späten Endosom zur Freisetzung aus dem

endosomalen/lysosomalen Kompartiment. Das virale Partikel erreicht dann den Zellkern, in

dem die Transkription stattfindet. Der virale Lebenszyklus endet mit dem Zelltod der

Wirtszelle und der Freisetzung der Viren (Benihoud et al., 1999).

Adenoviren sind für den Einsatz als Vektoren interessant, da sie z.T. auch ruhende Zellen

infizieren können. Es können zwischen 7,5 kb und 36 kb fremde genetische Information in

das virale Genom integriert werden (Benihoud et al., 1999). Außerdem können hohe virale

Titer produziert werden. Da das Genom der Adenoviren in den Zellen extrachromosomal

verbleibt, ist die Gefahr von Insertionsmutationen gering. Ein großer Nachteil in der

Anwendung ist bisher die geringe Expressionsdauer des durch adenovirale Vektoren

transduzierten Gens in vivo. Um die Langzeitexpression in sich teilenden Zellen zu erhöhen,

werden neue Wege beschritten. Dazu wird über ein CRE/Lox System ein zirkuläres Episom in

der Wirtszelle geschaffen. Diese wird dann effizient über ein EBNA/oriP Replikationssystem

des Eppstein-Barr Virus repliziert (Benihoud et al., 1999).

Ein großes Problem bei der Anwendung der Adenoviren ist die Immunreaktion von Patienten

auf die Gabe des Vektorsystems. Zwar gibt es Unterschiede in der Immunantwort, abhängig
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von der Art der Verabreichung der Viren (Benihoud et al., 1999), die entstehende Immunität

verhindert aber meist eine erneute Anwendung der Viren (Yang et al., 1996).

Um die Sicherheit der adenoviralen Vektoren zu erhöhen, wurden Vektoren geschaffen, bei

denen die E1 Region im Genom entfernt ist. Helferzellinien wie 293 liefern diese

Genprodukte in trans (Graham und Prevec, 1995). Das statistische Auftreten von

replikationskompetenten Viren, die eine vollständige E1 Sequenzen haben, macht allerdings

die Produktion klinisch nutzbarer Viruschargen sehr aufwendig (Hehir et al., 1996).

Eine interessante Variante der Vektorproduktion sind die sogenannten gutless Viren. Die

Expression viraler Gene in einem Wirtsorganismus ist per se zytotoxisch und ruft eine

Immunantwort hervor (Dedieu et al., 1997; Dai et al., 1995). Je mehr Gene aus dem Genom

entfernt werden, desto geringer sollte die Immunantwort ausfallen. Die ersten Ansätze zur

Herstellung der gutless Viren nutzten dabei die Anwesenheit von Helferviren. Die

Verringerung des ursprünglichen Genoms von Adenovirus führt dazu, daß die

Klonierungskapazität deutlich steigt, auf bis zu 36 kb (Benihoud et al., 1999).

Interessanterweise führt die Anwendung der gutless Viren oftmals auch zu einer verlängerten

Expression des Transgens (Chen et al., 1997; Morsy et al., 1998; Schiedner et al., 1998). Die

so hergestellten gutless Vektoren müssen noch aufwendig vom Helfervirus gereinigt werden,

trotzdem bleibt eine Kontamination mit 1% Helfervirus bestehen (Kochanek et al., 1996;

Lieber et al., 1996). Dennoch zeigen die so eingesetzten gutless Vektoren nur eine schwache

Immunantwort (Chen et al., 1997; Morsy et al., 1998; Schiedner et al., 1998).

Mit der Anwendung in der Klinik wurden auch Strategien entwickelt, um die Zelltyp-

spezifische Adressierung zu erreichen. Die Bindung des Virus erfolgt über das CAR-Protein

an die Zelloberfläche verschiedenster Zelltypen. Die sekundäre Interaktion mit αV-Integrinen

sorgt dann für die Rezeptor-vermittelte Endozytose. Versuche zur Änderung des Tropismus

nutzen z.B. bispezifsche Agenzien, wie Antikörperfragmente. Ein bispezifischer Antikörper

gegen das Fiber Protein und den EGF-Rezeptor führt zur Verminderung des natürlichen

Tropismus und zur Bindung an humane Gliomzellen über den EGF-Rezeptor (Miller et al.,

1998). Eine weitere Alternative bietet die genetische Veränderung der Kapsidproteine.

Insertionen in die Fiber-Knob-Proteine erweitern den Tropismus (Dmitriev et al., 1998) und

die Modifikation des Hexon Protein ermöglicht einen alternativen Internalisierungsweg

(Vigne et al., 1999).  Die Modifikation der Zellbindung und der Internalisierung der

veränderten Adenoviren führt allerdings sofort zu einem Produktionsproblem. Die Infektion

von Produktionszellinien kann nur erfolgen, wenn diese die neuen Rezeptoren aufweisen.
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Dies bedeutet, daß für jede Variante des Adenovirus eine neue Produktionszellinie geschaffen

werden muß (Douglas et al., 1999).

2.4.1.3 Herpes-Simplex-Virus (HSV)

Herpes-Simplex Virus ist ein Virus mit einem linearen, doppelsträngigem DNS-Genom von

ca. 150 kb. Das Genom von HSV codiert für über 70 Proteine. Mindestens zwei virale

Glykoproteine, gB und gD, werden genutzt, um an Zelloberflächen zu binden. Dabei bindet

das Virus an Heparinsulfat-Motive. Das Virus fusioniert danach mit der Zellmembran und die

lineare DNS wird zu einem Ring geschlossen. Die virale Proteinsynthese wird durch das

virale Protein VP16 initiiert, das Teil der viralen Hülle ist (Tegument). VP16 stimuliert die

Expression von frühen viralen Genen, die zur Bildung der immediate early Proteine führt.

Diese wiederum regen die Expression weiterer früher Gene für die DNS-Synthese an und es

werden späte Gene exprimiert, die für die Verpackung der DNS zuständig sind. Die neu

gebildeten Viren werden dann durch Zellyse freigesetzt (Robbins und Ghivizzani, 1998).

Der Vorteil bei HSV ist seine Eigenschaft, auch ruhende Zellen zu infizieren und dort als

latentes Virus zu verbleiben. Die Eigenschaft auch Zellen des Nervensystems, die sich in der

G0-Phase befinden, zu infizieren, macht HSV-Vektoren zu guten Kandidaten für die Therapie

von neurodegenerativen Erkrankungen. Andererseits inifiziert HSV auch andere Gewebe sehr

effizient (Muskel und Leber) und könnte deshalb in einem breiten Applikationsrahmen

eingesetzt werden (Robbins und Ghivizzani, 1998). Ein weiterer Vorteil ist die Größe an

genetischer Information, die im Vektor verpackt werden kann. Da relativ viele Gene ohne

Einfluß auf den Vektor entfernt werden können, ergibt sich eine theoretische

Verpackungsgröße von bis zu 40 kb (Latchman, 2001). HSV-Vektoren wurden bereits für die

Gentherapie eingesetzt (Fink und Glorioso, 1997; Fink et al., 1995; Geller, 1997; Marconi et

al., 1996; Neve und Geller, 1995; Starr et al., 1996).

Der Nachteil der Anwendung bei HSV liegt auch hier im Bereich der Toxizität des Virus. Die

Deletion früher Gene aus dem Genom, die in trans von einer Helferzellinie zur Produktion

zur Verfügung gestellt werden, hat sowohl zu einer besseren Sicherheit des Vektorsystems als

auch zu einer geringeren Immunogenität geführt (Marconi et al., 1996; Wu et al., 1996; Zhu

et al., 1996). Ein weiterführender Ansatz, um die Immunogenität zu verringern, ist der Einsatz

von Amplikons. Die dabei entstehenden HSV-Partikel enthalten nur noch fremde DNS, die

kein HSV-Gen mehr exprimiert. Obwohl durch dieses Verfahren ein Präparat ohne

Helfervirus gewonnen werden kann, sind die viralen Titer für eine breite praktische

Anwendung viel zu gering (Geller, 1997; Neve und Geller, 1995; Starr et al., 1996).
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Außerdem wurde beobachtet, daß in den verschiedensten Geweben die transgene Expression

nach einer Woche abgeschaltet wird.

2.4.1.4 Adeno-assoziierte Viren (AAV)

Die AAV gehören zu den Parvoviren. Es sind Viren mit einem einzelsträngigem DNS

Genom, die zur Replikation die Anwesenheit von Adenoviren oder HSV brauchen. AAV

können ruhende Zellen infizieren und sich stabil an einer bestimmten Stelle im Chromosom

19 integrieren (Samulski, 1993). Mit der Infektion und Integration der AAV konnte bisher

noch keine Pathogenität in Verbindung gebracht werden.

Das AAV Genom codiert nur die Gene rep und cap. Um einen replikationsdefizienten Virus

zu schaffen, können beide Gene deletiert und in trans angeboten werden. Die beiden

terminalen repeats, die für Replikation und Integration verantwortlich sind, flankieren das

inserierte Gen (Rolling und Samulski, 1995). Obwohl beide Gene entfernt werden können,

kann AAV nur 5 kb genomische Information verpacken, eine relativ geringe Größe.

Außerdem sorgt die Deletion der beiden Gene für den Verlust der spezifischen

Integrationsfähigkeit bzw. führt zum episomalen Verbleib der DNS (Ferrari et al., 1996). Die

klinische Forschung, die AAV benutzt, ist aus diesen Gründen auch noch nicht sehr weit

fortgeschritten.

2.4.2 Nicht-virale Transfektionssysteme

Die einfachste Methode für den Gentransfer ist sicherlich die Injektion nackter DNS in ein

Zielgewebe, wie für die Transfektion von Skelettmuskel, Leber oder Tumorgewebe gezeigt

wurde (Wolff et al., 1990; Hickman et al., 1994; Yang und Huang, 1996). Eine weitaus

effizientere Methode für den ex vivo Gentransfer ist die Manipulation einer einzelnen Zelle

durch die Mikroinjektion von DNS in den Zellkern (Luo und Saltzman, 2000). Andere

Verfahren bedienen sich hoher Drücke (Mann et al., 1999) oder Zellen werden mit DNS-

beladenen Partikeln beschoßen (Yang et al., 1990; Yang und Sun, 1995; Ye et al., 1990).

Neben den mechanischen Methoden können eukaryontischer Zellen auch mit elektrischen

Methoden transfiziert werden (Wong und Neumann, 1982; Neumann et al., 1982). Diese

zählen zu den effektivsten Transfektionsmethoden in vitro, haben als Nebenwirkung aber eine

hohe Mortalitätsrate. Obwohl die Anwendung in vivo schwierig ist, gibt es Beispiele der

Transfektion von Haut (Banga und Prausnitz, 1998), Kornea (Oshima et al., 1998) und

Muskelzellen (Aihara und Miyazaki, 1998).
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Um die Effektivität der DNS Aufnahme zu steigern und gleichzeitig der DNS Schutz vor

Abbau zu bieten, wurden schon vor über 30 Jahren chemische Substanzen benutzt (Vaheri

und Pagano, 1965). Der Einsatz von chemischen Substanzen zum Schutz der DNS und zur

Erhöhung der Tranfektionseffizienz stellt auch bis heute noch den effektivsten und

kostengünstigsten Weg dar. Das hier angewendete Prinzip beruht auf der Komplexbildung

zwischen der DNS und Substanzen, wie z.B. DEAE-Dextran, Kalziumphosphat, Lipiden,

Dendrimeren und Proteinen (Luo und Saltzman, 2000). Werden Zellen zusammen mit diesen

Komplexen inkubiert, so können diese endozytiert werden (Luo und Saltzman, 2000). Eine

Steigerung in der Transfektionseffizienz beim Einsatz chemischer Substanzen wurde durch

die  Entwicklung der Lipofektion erreicht (Felgner et al., 1987). Ein ebenfalls gut etabliertes

System ist die Komplexierung von DNS mittels Liposomen. Dabei werden anionische,

kationische oder neutrale Liposomen eingesetzt. Der Einsatz von Liposomen als Vektor ist

wahrscheinlich der am meisten genutzte (Luo und Saltzman, 2000) und wurde auch schon in

klinischen Versuchen eingesetzt. Ein großer Nachteil ist allerdings das geringe Wissen um die

Struktur der DNS-Liposomen Komplexe, das Fehlen von Adressierung und große

Chargenunterschiede während der Herstellung (Luo und Saltzman, 2000). Den chemischen

Methoden ist gemein, daß sie bei systemischer Gabe hochtoxisch sind (Filion und Phillips,

1998). Außerdem bleibt die Rolle der Chemikalien hinsichtlich der Transfektion noch relativ

unklar, da auch die Injektion nackter DNS in Muskel oder die Inhalation nackter DNS zur

Expression des Zielgens führen kann (Wolff et al., 1990; Zabner et al., 1997).

Neben chemischen Substanzen können auch Peptide oder Proteine zur Erhöhung der

Transfektionsrate eingesetzt werden. Poly-L-Lysin kann DNS komplexieren und die

Transfektionsrate deutlich erhöhen (Wagner et al., 1998). Durch chemische Modifikation oder

Kopplung zellulärer Liganden kann eine gewisse Adressierung erreicht werden. Die Bildung

eines Komplexes aus EGFP codierender DNS, gebunden an Streptavidin-Poly-L-Lysin,

zusammen mit Biotin-gekoppeltem EGF führte zur Expression des GFP in EGF-Rezeptor

positiven Zellen (Schaffer und Lauffenburger, 1998). All die artifiziellen Systeme beinhalten

die Bildung von Komplexen zwischen einem Ligand und der DNS. Ein Punkt, der in der

Entwicklung dieser Systeme allerdings noch kaum Berücksichtigung gefunden hat, ist die

Freisetzung der DNS in den Zellen. Daß es in der Tat ein limitierender Schritt sein kann,

wurde erst kürzlich gezeigt (Schaffer et al., 2000).
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2.5 Polyomaviren

Polyomaviren gehören zur Familie der Papovaviren. Die Papovaviren werden nicht von einer

Membran umhüllt und besitzen ein Genom aus doppelsträngiger DNS. Die Papovaviren

lassen sich in zwei Gattungen, die Polyomaviren und die Papillomaviren unterteilen.

Genus Mensch Tier

Polyomavirus BK-Virus

JC-Virus

SV40

HaPV (Hamster-Papovavirus)

Polyomavirus der Maus

Polyomavirus des Wellensittich

B-lymphotrophes Papovavirus des Affen

Papillomavirus HPV-1-75

(humane Papillomaviren, Warzenviren)

CRPV (Shopes Kaninchenpapillomavirus)

BPV (Rinderpapillomavirus)

Tabelle 5: Vertreter der Papovaviren, nach Modrow und Falke (1997)

2.5.1 Genomaufbau der Polyomaviren

Das zirkuläre dsDNS-Genom der Polyomaviren besitzt eine Größe von ca. 5200 bp. Die DNS

wird durch die Wirtshistone H2A, H2B, H3 und H4 zu einer Nukleosomenstruktur

kondensiert (Cremisi et al., 1976).

Das Genom der Polyomaviren wird in einen frühen und einen späten Bereich aufgeteilt. Der

frühe Bereich codiert für die sogenannten T-Antigene, die vor allem regulatorische

Funktionen ausüben. So bindet das große T-Antigen an den Replikationsursprung und initiiert

die Replikation. Die Virushülle wird von den Strukturproteinen VP1, VP2 und VP3 gebildet,

die von den späten Genen codiert werden. Sowohl bei den frühen als auch bei den späten

Genen werden alternative splice-Mechanismen angewendet um die verschiedenen Proteine zu

bilden. Zwischen den frühen und den späten Genen befindet sich ein regulatorischer Bereich,

der Replikationsursprung, Promotoren und Enhancer-Elemente enthält (Modrow und Falke,

1997).

2.5.2 Die frühen Gene

Die frühen Gene bei Polyomaviren sind das große, mittlere und kleine T-Antigen. Die durch

die frühen Gene exprimierten Proteine interagieren mit zellulären Faktoren und spielen eine

Rolle bei der Regulation der Expression der späten Gene und der Regulation der Replikation

des viralen Genoms. Das große T-Antigen bindet an die zellulären Proteine Rb und p53 und
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inaktiviert so die entsprechenden Signaltransduktionswege (Sachsenmeier und Pipas, 2001;

Zhu et al., 1991).

Das mittlere T-Antigen bindet und aktiviert Src-Tyrosinkinasen (Dilworth, 1995; Dunant und

Ballmer-Hofer, 1997). Die Bindung aktiviert dann einen anderen, Src-abhängigen

Signaltransduktionsweg. Das mittlere als auch das kleine T-Antigen binden an Phosphatase-2

und verändern deren Substratspezifität und zelluläre Lokalisation (Walter et al., 1990;

Messerschmitt et al., 1996; Cayla et al., 1993) und werden mit der Transformation der Zellen

in Verbindung gebracht (Pallas et al., 1990).

Die Bindung des großen T-Antigens an den Replikationsursprung führt zur Replikation des

viralen Genoms (Modrow und Falke, 1997). Dabei erhöht die zusätzliche Bindung des kleinen

T-Antigens die Replikationsgeschwindigkeit deutlich (Berger und Wintersberger, 1986). Die

frühen Genprodukte induzieren dann die Expression der späten Gene.

2.5.3 Die späten Gene

Die späten Gene codieren für die drei Strukturproteine VP1, VP2 und VP3, wobei die Gene

für VP2 und VP3 überlappen. Dies erklärt, warum VP3 eine verkürzte Variante von VP2

darstellt.

Das murine VP1 ist ein pentameres Protein und besteht aus 384 Aminosäuren pro Monomer

(Mr 42.5 kDa). Außerdem weist das VP1-Protein einen hohen Phosphorylierungs- und

Acetylierungsgrad auf (Bolen et al., 1981; Ponder et al., 1977; Garcea et al., 1985).

VP1 läßt sich in 3 strukturelle Bereiche aufteilen:

- ein flexibler N-terminaler Bereich, der in der Kristallstruktur nicht aufgelöst ist und

vermutlich zur DNS-Bindung beiträgt. Der N-Terminus befindet sich nach der

Assemblierung der Kapsomeren im Inneren der Kapside (Liddington et al., 1991).

- die core Struktur, die ein β-barrel mit jelly-roll Topologie besitzt (Stehle und Harrison,

1997). Hier sind die Zellbindungseigenschaften zu finden (Liddington et al., 1991)

- ein C-terminaler Bereich, der ebenfalls nicht komplett in der Struktur aufgelöst ist. Dieser

Teil dient der Wechselwirkung mit anderen Pentameren (Stehle und Harrison, 1997).

Bei den murinen Polyomaviren bindet pro Pentamer entweder eine Kopie von VP2 oder VP3

(Barouch und Harrison, 1994). Dabei ragen ca. 40 Aminosäuren des C-Terminus von

VP2/VP3 in die zentrale Kavität eines VP1-Pentamers (Barouch und Harrison, 1994). Eine

vergleichbare Wechselwirkung wurde auch für das SV40 Virus beschrieben (Gharakhanian et

al., 1988; Gharakhanian und Kasamatsu, 1990). Die genaue Funktion von VP2 und VP3 ist

bislang nicht bekannt. Es wird allerdings vermutet, daß die Myristilierung am N-Terminus
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von VP2 (Streuli und Griffin, 1987) mit dem Eindringen der Viren in die Zelle in Verbindung

steht (Chen et al., 1998a). Die Oberfläche der viralen Hülle definiert auch die

Bindungseigenschaften des Polyomavirus an Zelloberflächen. Alle bisher beschriebenen

Stämme des Polyomavirus binden Zuckerreste, die auf (α-2,3)-verbundene, α-5-N-acetyl-

Neuraminsäure enden (Sialinsäurerest). Während alle Stämme geradkettige Liganden

erkennen (NeuNAc-([α]-2,3)-Gal-([β]-1,3)-GalNAc), erkennen einzelne Stämme auch

verzweigtkettige Liganden (NeuNAc-([α]-2,3)-Gal-([β]-1,3)-[([α]-2,6)-NeuNAc]-GalNAc)

(Fried et al., 1981; Cahan et al., 1983). Hochgradig tumorigene Stämme binden nur

geradkettige Zuckerreste und besitzen an Position 91 einen Glutaminsäurerest. Die gering

tumorigenen Stämme können beide Zuckerreste binden und besitzen ein Glycin an Position

91 (Freund et al., 1991).  Die Aminosäure 91 befindet sich im BC2-Loop der VP1 Struktur

(Stehle und Harrison, 1997). Dieser Loop, zusammen mit dem  EF-Loop und der Spitze des

BC2-Loops und des DE-Loops des benachbarten VP1, bilden die Bindungstasche für die

Zuckermotive (Stehle und Harrison, 1996; Stehle und Harrison, 1997).

Abbildung 1: Struktur eines VP1 Monomers zusammen mit dem Tetrasaccharid NeuNAc-(α2,3)-Gal-(β1,3)-

GlcNAc-(α6,2)-NeuNAc. Die Loops DE, HI, BC2 und EF sind beschriftet. Das Oligosaccharid liegt zwischen

HI- und BC2-Loop. Die Auflösung der Kristallstruktur beträgt 3.65 Å. PDB Code: 1SIE, verändert nach Stehle

und Harrison (1996).
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2.5.4 Aufbau der Viruspartikel

Die Struktur des SV40 wurde 1991 (Liddington et al., 1991), die des murinen Polyomavirus

1994 (Stehle et al., 1994) aufgeklärt. Die Polyomaviren besitzen eine T=7 ikosaedrische

Geometrie und die Kapside der Polyomaviren haben einen Durchmesser von ca. 50 nm. Das

Kapsid wird von 72 Pentameren gebildet, die aus VP1 bestehen. Dieser Aufbau führt zu  einer

hexa- und pentavalenten Anordung der Pentamere im Kapsid (60 x hexa- und 12 x

pentavalent). Das bedeutet, daß VP1 neben den Wechselwirkungen innerhalb des Pentamers

auch Wechselwirkungen mit VP1-Molekülen der benachbarten Pentamere eingeht. Die

Strukturproteine VP2 und VP3 befinden sich im Inneren des Kapsids.

2.5.5 Replikation der Polyomaviren

Das Wirtsspektrum der Polyomaviren ist sehr umfangreich. Die Bindung an eukaryontische

Zellen erfolgt über die Wechselwirkung mit Zuckerresten auf deren Oberfläche. Diese

Interaktion an der Zelloberfläche scheint aber nicht in einer Rezeptor-vermittelten Endozytose

zu münden. Durch die Bindung an Caveolin wird die Internalisierung in Caveolae ausgelöst

(Richterova et al., 2001). Der Weg der kompletten Partikel führt dann zum Kern der

Wirtszelle (Richterova et al., 2001; Mackay und Consigli, 1976; An et al., 2000a; An et al.,

2000b). Für einen produktiven Infektionszyklus muß die infizierte Zelle in der S-Phase sein,

damit das Polyomavirus die notwendigen zellulären Faktoren nutzen kann (Modrow und

Falke, 1997). Nachdem in der Wirtszelle das virale Genom repliziert wurde, werden auch die

späten Gene exprimiert (Modrow und Falke, 1997). Da diese Genprodukte eine

Kernlokalisationssequenz besitzen, werden die Strukturproteine in den Kern transportiert

(Moreland und Garcea, 1991; Chang et al., 1992), wo das virale Genom, welches in einer

Nukleosomenstruktur mit den Wirtshistonen vorliegt, verpackt wird. Die Assemblierung zu

viralen Partikeln ist dabei von der Phosphorylierung des VP1 Proteins abhängig (Garcea et

al., 1985; Li und Garcea, 1994; Garcea und Benjamin, 1983). Die gebildeten Viren werden

durch Zellyse freigesetzt (Modrow und Falke, 1997).
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3 Grundlagen und Ziele der Arbeit

3.1 Grundlagen

Der Einsatz viraler Systeme zum Gentransfer erweist sich trotz einer inzwischen vieljährigen

Entwicklung als äußerst problematisch. Hauptsächlich die Sicherheitsaspekte sind beim

Einsatz vollständiger Viren nicht überschaubar. Hingegen bietet der Einsatz der synthetischen

Transfektionsmittel zwar einen höheren Sicherheitsstandard, allerdings ist die

Transfektionseffizienz nicht mit biologischen Systemen vergleichbar, bzw. der Einsatz hoher

Konzentrationen ist oft toxisch.

Eine Alternative dazu sind von Viren abgeleitete Transfektionssysteme, die nur in vitro

rekonstituierte virale Partikel darstellen. Diese besitzen keinerlei virale genetische

Information mehr.

Die Rekonstitution von viralen Partikeln in vitro wurde mit verschiedenen viralen

Hüllproteinen gezeigt:

- AAV rep- und Kapsid-Proteine (Zhou und Muzyczka, 1998)

- Rous Sarcoma gag-Proteine (Campbell und Vogt, 1997)

- HIV p6 Domäne (Campbell und Vogt, 1995)

- HIV gag-Protein (Morikawa et al., 1999)

- Papillomavirus L1 Protein (Zhang et al., 1998)

- Bovine Papillomavirus L1, L2 Protein (Zhou et al., 1993)

- Murines Polyomavirus Protein VP1 (Salunke et al., 1986)

Diese virusanalogen Partikel können prinzipiell für den Gentransfer genutzt werden, wenn

rekombinante DNS in die Partikel eingeschlossen wird. Die so entstehenden Partikel bestehen

aus leicht zu reinigenden Einzelkomponenten, die in großem Maßstab hergestellt werden

können. Für das murine Polyomavirus wurde gezeigt, daß leere, virale Partikel, die aus

Mauszellen gewonnen wurden, DNS aufnehmen können (Slilaty et al., 1982). Ein 1.6 kp

großes Fragment des Polyomagenoms konnte in diese Partikel verpackt werden. Dieser

Vektor konnte genutzt werden, Ratten F111 Zellen zu transformieren (Slilaty und Aposhian,

1983). Auch die Herstellung virusanaloger Partikel, die nur aus dem Polyoma-Hüllprotein

VP1 bestehen, ist möglich (Salunke et al., 1986). Die so hergestellten Partikel können

heterologe DNS binden und Zellen funktionell transfizieren (Forstova et al., 1995). Neben der

Verpackung heterologer DNS, die zur Expression von Reportergenen genutzt wird, wurde

auch die Verpackung kurzer, funktioneller Oligonukleotide oder die Verpackung von

Proteinen beschrieben (Braun et al., 1999; Schmidt et al., 2001a). Um die Ausbeute und

Reinheit von VP1 zu erhöhen, wurden Strategien zur rekombinanten Herstellung entwickelt
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(Leavitt et al., 1985). Das gereinigte VP1-Pentamer ist in der Lage, unter verschiedenen

Bedingungen zu virusanalogen Partikeln (VLP) zu assemblieren. Die gewählten Bedingungen

haben dabei einen deutlichen Einfluß auf die Morphologie der Kapside (Salunke et al., 1986;

Salunke et al., 1989). Bei den bisherigen Versuchen zur Transfektion in Zellkultur und im

Tiermodell wurden VLPs von wtVP1 benutzt (Krauzewicz et al., 2000a; Krauzewicz et al.,

2000b; Heidari et al., 2000). Dabei machte man sich die zwar spezifische, aber Zelltyp-

unabhängige Bindung der VLPs an Sialinsäuren zu Nutze (Stehle und Harrison, 1996; Stehle

und Harrison, 1997). Im Tiermodell wurden deshalb auch sehr unterschiedliche Gewebe

transfiziert. Die dabei erzielte Expressionsdauer war ebenfalls, je nach Gewebeart,

unterschiedlich (Heidari et al., 2000).

Allerdings ist auch hier, wie bei den viralen und nicht-viralen Systemen, die nicht vorhandene

Selektivität des Transfektionssystems eine große Einschränkung.

3.2 Ziele der Arbeit

Die Entwicklung der verschiedenen Vektorsysteme, ob viral oder synthetisch, hat gezeigt, daß

der zielgerichteten Adressierung des Vektorsystems eine große Bedeutung zukommt. Die

Zelltyp-spezifische Adressierung hilft, Nebenwirkungen bei der Gentherapie zu verringern

und den Therapieerfolg zu steigern (Schaffer und Lauffenburger, 2000).

Bei den synthetischen Systemen ermöglicht die Konjugation von Zelltyp-spezifischen

Liganden die Adressierung des Transfersystems. Beispiele sind die Konjugation von RGD-

Peptiden (Harbottle et al., 1998; Erbacher et al., 1999; Colin et al., 1998; Schneider et al.,

1999), Wachstumsfaktoren wie EGF und TGF-α (Chen et al., 1998b; Fominaya et al., 1998;

Schaffer und Lauffenburger, 1998; Xu et al., 1998; Schaffer et al., 2000) oder VEGF (Li et

al., 1999). Mit einer anderen Ligandengruppe, den Oligosacchariden, konnte die erste Zelltyp-

spezifische Adressierung mittels gekoppelter Galaktose an Zellen mit dem Asialoglykoprotein

Rezeptor gezeigt werden (Wu und Wu, 1987). Adressierung konnte auch durch die

Vernetzung mit Mannose erreicht werden (Ferkol et al., 1996). Generell muß allerdings neben

der Zelltyp-spezifischen Aufnahme auch die unspezifische Aufnahme unterbunden werden,

da sonst immer als Nebenreaktion eine Zelltyp-unspezifische Transfektion zu beobachten ist.

Eine sehr vielversprechende Möglichkeit zur Adressierung ist die Nutzung Zelltyp-

spezifischer Antikörper (Chen et al., 1998b; Chapel et al., 1999; Uherek et al., 1998; Mohr et

al., 1999). Inzwischen können über verschiedene Techniken Antikörper für verschiedene

Antigene entwickelt oder bestehende Antikörper verbessert werden (Stemmer, 1994; Boder

und Wittrup, 1997).
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Neben der Frage der Adressierung muß auch die Frage nach der Effizienz der verwendeten

Systeme gestellt werden. Inzwischen sind einige der limitierenden Schritte des Gentransfers

aufgeklärt:

- Überwindung des Blutstroms (Barron et al., 1998; Zelphati et al., 1998; Ogris et al., 1999)

- Bindung an die Zielzelle (Schaffer und Lauffenburger, 1998),

- Freisetzung aus den Endosomen (Wagner et al., 1992; Boussif et al., 1995),

- Transport zum Kern (Subramanian et al., 1999),

- Dissemblierung des Vektors im Kern (Schaffer et al., 2000).

Auch das sind Parameter, die für jedes System bestimmt und ggf. optimiert werden müssen.

Bei den viralen Systemen wurden ähnliche Wege beschritten. Allerdings können bei den

viralen Systemen Modifikationen auf genetischer Basis eingeführt werden, die z.B. Fusionen

der Hüllproteine mit zellulären Liganden beinhalten. Solche Modifikationen wurden für die

Insertion hochaffiner Liganden in Retroviren, Adenoviren, Herpes-Simplex-Virus und Adeno-

assoziierte Viren (Valsesia-Wittmann et al., 1996; Ager et al., 1996; Watkins et al., 1997;

Laquerre et al., 1998; Yang et al., 1998; Bartlett et al., 1999; Fielding et al., 1998) oder die

sterische Blockade der natürlichen Bindungsstelle durch den neuen Liganden beschrieben

(Miller et al., 1998; Snitkovsky und Young, 1998). Eine sehr elegante Methode ist die

Insertion einer Domäne, die die natürliche Bindungsstelle verdeckt, aber durch eine Protease

spaltbar ist. Nach dem Proteaseverdau wird die Bindungsstelle wieder zugänglich. Wird die

entsprechende Protease nur lokal gebildet, erreicht man damit eine ortspezifische Infektiosität

der Partikel (Peng et al., 1999; Buchholz et al., 1998). In eine ähnliche Richtung gehen auch

die Ansätze der translationellen Adressierung, bzw. der replikationskompetenten Viren. Bei

beiden Ansätzen ergibt sich die Spezifität des Vektors durch das intrazelluläre Milieu nach

der Infektion (Peng und Russell, 1999).

Eine Alternative zur direkten Insertion von Liganden oder Zelltyp-spezifischen

Antikörperfragmenten in die virale Oberfläche bietet die Insertion eines IgG-bindenden

Proteins. Damit können verschiedene Antikörper auf der Oberfläche des Systems gebunden

werden, die eine Zelltyp-Spezifität vermitteln (Ohno et al., 1997; Ohno und Meruelo, 1997;

Morizono et al., 2001).

All diese Ansätze lassen sich zu verschiedenen Strategien der Adressierung zusammenfassen:

- Erweiterung des Wirtsbereiches: Der natürliche Wirtsbereich schließt die Bindung an

humane Zellen nicht ein und wird dahingehend erweitert (Jiang et al., 1998).
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- Einschränkung des Wirtsbereiches: Gerade für die klinische Anwendung ist es enorm

wichtig, daß bei einer Therapie möglichst nur Zielzellen therapiert werden, um keine

Nebenwirkungen zu erhalten.

Um sowohl die optimierten, natürlichen Transfektionseigenschaften viraler Proteine zu

nutzen, als auch den Sicherheitsaspekt zu berücksichtigen, wurde das virale Hüllprotein VP1

des murinen Polyomavirus ausgewählt.

Basierend auf der Kristallstruktur von wtVP1 soll durch rationales Design eine Loop-Struktur

identifiziert werden, die es erlaubt, Peptide oder Proteine in die VP1-Sequenz zu inserieren

und so funktionell auf den virusanalogen Partikeln zu präsentieren. Die Insertion liefert die

Grundlage, um ein Zelltyp-spezifisches Transfektionssystem zu entwickeln. Die inserierten

Sequenzen ermöglichen es dann, verschiedene Module zur Zelltyp-spezifischen Adressierung

zu koppeln. Sowohl die Kopplung über polyionische Wechselwirkungen, als auch die

Kopplung über Protein-Protein Wechselwirkung sollen untersucht und eingesetzt werden. Ein

wichtiger Punkt stellt dabei das modulare Prinzip dar. Das einmal charakterisierte

Grundgerüst, hier eine bestimmte Variante von VP1, soll für alle weiteren Anwendungen

genutzt werden können, ohne daß für jede neue Fragestellung ein neuer Zelltyp-spezifischer

Vektor entwickelt und charakterisiert werden muß.

Die entwickelten Fusionsproteine sollen biophysikalisch charakterisiert und ihr Einsatz als

Zelltyp-spezifischer Vektor in Zellkultur untersucht werden. Außerdem sollen die so

entwickelten Transduktionssysteme Einblick in zellbiologische Fragestellungen wie

Aufnahmeweg und intrazelluläres Schicksal der Partikel geben, um mögliche limitierende

Schritte zu identifizieren.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zum Fusionsprotein VP1-DHFR

(Gleiter et al., 1999)

Das Hüllprotein VP1 des murinen Polyomavirus kann in vitro assembliert und für die

Transduktion in Zellkultur und im Tiermodell eingesetzt werden. Die Bindung des Partikels

erfolgt dabei an Sialinsäuremoleküle auf der Zelloberfläche. Diese Bindung ist zwar

spezifisch, aber durch die weite Verbreitung der Sialinsäuren im Organismus zeigt sich keine

ausgeprägte Zelltyp-Spezifität. Für den Einsatz als Vektor in der Gen- oder Krebstherapie

muß also der Tropismus dieses Partikels verändert werden. Eine Möglichkeit zur

Veränderung liefert die Fusion mit Proteinen oder Peptiden, die eine neue Spezifität

vermitteln (Konishi et al., 1998; Martin et al., 1998; Bothmann und Pluckthun, 1998;

Clackson et al., 1991). Dabei muß allerdings berücksichtigt werden, daß die ursprüngliche

Bindungsaffinität komplett unterdrückt wird.

Um zu zeigen, daß auch VP1 dahingehend modifiziert werden kann, soll ein Modellprotein

ausgewählt und in den HI-Loop inseriert werden. Die Insertion in diesen Oberflächenloop ist

auf mehreren Überlegungen begründet: (i) Der C- und N-Terminus von VP1 stehen für eine

Fusion nicht zur Verfügung, da sie an Protein-Protein, bzw. Protein-DNS Wechselwirkungen

beteiligt sind. Außerdem sind sie im Kapsid nach innen gerichtet. Die Fusion mit den Termini

würde also nicht zur Veränderung der Oberfläche von VP1 Kapsiden führen. (ii) An der β-

Glucanase konnte gezeigt werden, daß Änderungen in den Oberflächenloops keinen Einfluß

auf die Gesamtstruktur haben (Ay et al., 1998a). Da die Glucanase ebenfalls eine jelly-roll

Topologie besitzt, können diese Ergebnisse mit hoher Wahrscheinlichkeit auf VP1 übertragen

werden. Zirkuläre Permutationen, auch bei anderen Proteinen, haben weiterhin gezeigt, daß

Veränderungen an C- und N-Terminus nicht unbedingt großen Einfluß auf die Tertiärstruktur

haben (Buchwalder et al., 1992; Ay et al., 1998b; Hennecke et al., 1999). Dies ist vor allem

für das zu inserierende Protein wichtig, das über Aminosäurelinkersequenzen im HI-Loop

fixiert wird. Das Modellprotein muß mehrere Eigenschaften in sich vereinen:

- biochemisch gut charakterisiert

- die Kristallstruktur sollte aufgeklärt sein

- N- und C-Terminus sollten zugänglich sein

- die Funktionalität des Proteins sollte leicht meßbar sein

- es sollte löslich in E.coli herzustellen sein
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- die Größe des Proteins sollte im Bereich anderer therapeutisch relevanter Proteine liegen,

z.B. Fv-Fragmente.

Ein Protein, welches diese Voraussetzung erfüllt, ist die Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) aus

E.coli. Die DHFR ist ein Enzym aus der Klasse der Oxidoreduktasen. Untersuchungen durch

zirkuläre Permutation haben außerdem gezeigt, daß voll aktive Varianten erzeugt werden

können, wenn N- und C-Terminus ständig miteinander verknüpft sind (Buchwalder et al.,

1992).

Die Konstruktion und biochemische Charakterisierung des Fusionsproteins aus VP1 und

DHFR sollte es ermöglichen, Sequenz- bzw. Strukturbereiche in VP1 zu identifizieren, deren

Modifikation die Präsentation eines funktionellen Proteins auf der Oberfläche der VLPs

erlauben.

Das Fusionsprotein VP1-DHFR ließ sich löslich in E.coli herstellen und bis zur Homogenität

reinigen. Die enzymatische Aktivität der DHFR war auch im Fusionsprotein vorhanden, was

auf eine korrekte Tertiärstruktur schließen ließ. Dennoch waren die enzymatischen Parameter

im Vergleich zur wtDHFR verändert. Die KM-Werte für Dihydrofolat und NADPH waren um

Faktor 50 bzw. 8 erhöht. Diese Erhöhung der KM-Werte kann strukturell begründet sein, da

die DHFR für einen katalytischen Zyklus eine große Flexibilität einzelner Abschnitte des

Proteins benötigt (Sawaya und Kraut, 1997). Durch die Fixierung der Termini der DHFR in

der Insertionsmutante kann es zu einer Einschränkung dieser Flexibilität kommen. Unter

Umständen kann auch die räumliche Nähe der 5 DHFR Moleküle im pentameren

Fusionsprotein zu einem eingeschränkten Zugang von Substrat und Kofaktor zum aktiven

Zentrum führen. Daß das Enzym im Fusionsprotein veränderte Eigenschaften aufweist, kann

auch an der thermischen Stabilität nachgewiesen werden. Ohne Zugabe von Kofaktoren

denaturierte die DHFR innerhalb der Fusion schon unterhalb von 10°C. Die Stabilität konnte

aber durch die Zugabe von NADPH auf ca. 30°C erhöht werden. Trotz dieser Unterschiede

von isolierter DHFR und VP1-DHFR hinsichtlich Stabilität und Enzymaktivität zeigen diese

Ergebnisse eindeutig, daß ein Protein funktionell in den HI-Loop von VP1 inseriert werden

kann.

Wichtiger als die Eigenschaften der DHFR im Fusionsprotein sind allerdings die

Eigenschaften von VP1, die das Grundgerüst für die VLPs darstellen. Die Stabilität von VP1

im Fusionsprotein scheint durch die Insertion nicht beeinflußt zu sein. So ist die Stabilität von

wtVP1 und VP1 in der Fusion identisch. In beiden Fällen weist der Temperaturübergang

einen Mittelpunkt der Denaturierung von 50°C auf. Die einzelnen Partner im Fusionsprotein

verhalten sich also unabhängig voneinander. Die pentamere Grundstruktur von VP1 innerhalb
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des Fusionsproteins konnte mittels analytischer Ultrazentrifugation und Gelfiltration

nachgewiesen werden. Das Pentamer wies dabei einen s-Wert von sw,20 = 7.8 S auf. Das

Molekulargewicht wurde im Gleichgewichtslauf mit 288 kDa bestimmt, was mit dem

theoretischen Wert von 308 kDa gut übereinstimmt. Neben der Fähigkeit, die Grundstruktur

der Kapsomere auszubilden, ist auch entscheidend, ob diese Kapsomere zu Kapsiden

assemblieren können. Die Assemblierung zu Kapsiden ist von der Zugabe von Ca2+-Ionen und

der Ausbildung von Disulfidbrücken abhängig. Durch Dialyse gegen einen entsprechenden

Assemblierungspuffer kann die Bildung der Kapside induziert werden. Wird das wtVP1

Protein eingesetzt, können sich je nach Assemblierungsbedingung Kapside unterschiedlicher

Form ausbilden (Salunke et al., 1989). Innerhalb eines Ansatzes sind die gebildeten Kapside

jedoch relativ homogen. VP1-DHFR hingegen assemblierte sehr inhomogen. Eine

elektronenmikroskopische Analyse zeigte, daß die betrachteten Kapside Durchmesser

zwischen 20 und 50nm aufwiesen. Diese Heterogenität konnte mittels analytischer

Ultrazentrifugation bestätigt werden. Darüberhinaus zeigten die Daten, daß unter diesen

Bedingungen etwa 20 Prozent der Kapsomere nicht assemblierten.

Wahrscheinlich führt die Präsentation der 18 kDa großen DHFR auf VP1 bei der

Assemblierung zu einer hohen Packungsdichte der Proteine, die die Assemblierung

beeinträchtigt. Die beobachteten, kleineren Partikel weisen eine größere

Oberflächenkrümmung auf, so daß sterische Effekte auf der Oberfläche der Partikel minimiert

werden.

Um VP1 als Vektor einsetzen zu können, müssen auch die natürlichen

Zellbindungseigenschaften verändert werden. Die Bindung von VP1 an Sialinsäuren kann

durch die Haemagglutination von Erythrozyten nachgewiesen werden. Die Insertion der

DHFR in den HI-Loop führt zum kompletten Verlust dieser Eigenschaft. Die Fusion hat

entweder Auswirkung auf die Struktur der Bindungstasche und verändert somit das

Bindungsverhalten, oder die DHFR blockiert sterisch die Bindungstasche auf der Oberfläche,

so daß die Bindung der Zuckermoleküle sterisch nicht mehr möglich ist.

Die Insertion in den HI-Loop bietet somit die Möglichkeit, funktionelle Domänen in die VP1-

Struktur zu inserieren. Dabei bleiben die biophysikalischen Eigenschaften von VP1

weitgehend erhalten, jedoch wird die Zelltyp-unabhängige Bindung unterbunden.
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4.2 Untersuchungen zur funktionellen Modifikation von VP1 durch

Insertion einer Proteindomäne

(Gleiter und Lilie, 2001)

Die Untersuchungen zur Insertion des Modellproteins DHFR in den HI-Loop von VP1 lassen

den Schluß zu, daß die Insertion einzelner strukturierter Proteindomänen in VP1 möglich ist.

Ähnliches wurde auch für den DE-Loop gezeigt (Schmidt et al., 2001b).

Für eine Zelltyp-spezifische Adressierung von VP1 Kapsiden müssen zwei Dinge erreicht

werden: (i) die Zelltyp-unabhängige Bindung von VP1 an Sialinsäurereste muß unterbunden

werden. (ii) Es muß ein Modul auf der Oberfläche der VLPs gekoppelt werden, das eine

Zelltyp-spezifische Bindung vermittelt. Eine ideale Proteinklasse zur Nutzung als Zelltyp-

spezifisches Modul stellt die Familie der Immunoglobuline dar. Für Antikörper konnte

vielfach gezeigt werden, daß sie hochspezifisch mit niedrigen KD-Werten an Antigene binden.

Die Herstellung großer Antikörperbibliotheken und die biotechnologische Produktion sind

heute Stand der Technik. Die Entwicklung tumorspezifischer Antikörper stellt derzeit einen

Schwerpunkt in der medizinischen Forschung dar.

Da Antikörper bei der rekombinanten Herstellung im Zytoplasma von E.coli, dem für VP1

optimierten Expressionssystem, nicht löslich exprimiert werden können, mußte eine andere

Herstellungsstrategie entwickelt werden. Die direkte Insertion eines Antikörpers oder eines

Fv-Fragmentes in den HI-Loop von VP1 wäre zwar prinzipiell möglich, die direkte

Modifikation hätte aber zur Folge, daß für jede neue Fragestellung eine neue Variante

kloniert, exprimiert, gereinigt und charakterisiert werden muß. Ein modulares System würde

die Anwendung eines solchen Vektorsystems sehr viel einfacher gestalten. Daher sollte kein

Antikörpermolekül in VP1 inseriert werden, sondern ein Adaptermolekül, um je nach

Zielzelle Antikörper auf der Oberfläche verankern zu können.

Dieses Adaptermolekül muß in der Lage sein, Antikörper spezifisch und mit hoher Affinität

zu binden. Ein natürlich vorkommendes Antikörper-bindendes Protein ist Protein A aus

Staphylococcus aureus. Aus diesem Multidomänen-Protein wurde die Antikörper-bindende

Domäne B, das Protein Z, isoliert (Moks et al., 1986), löslich produziert und die Struktur

bestimmt. Protein Z, mit einem Molekulargewicht von 6,8 kDa, besitzt 3 α-Helices als

einziges Strukturmerkmal (Deisenhofer, 1981). Die Bindung von Antikörpern führt nicht zu

einer Strukturänderung (Jendeberg et al., 1996) und weist einen KD-Wert von etwa 15 nM auf

(Starovasnik et al., 1997). Protein Z wurde bereits in anderen Projekten als Fusionspartner

genutzt, so z.B. zur Proteinreinigung (Larsson et al., 1996) oder zur Insertion in das Sindbis-
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Virus- oder Retrovirus-Hüllprotein (Ohno et al., 1997; Chu et al., 1994). In all diesen Fällen

lag das Protein funktionell vor. Außerdem konnte gezeigt werden, daß Protein Z manchmal

die Löslichkeit und Stabilität des Fusionsproteins erhöhen kann (Samuelsson et al., 1994;

Samuelsson und Uhlen, 1996).

Wie bei dem Fusionsprotein VP1-DHFR wurde Protein Z mittels N- und C-terminaler Serin-

Glyzin-Linker in den HI-Loop von VP1 inseriert. Nach der Expression und Reinigung wurde

das Fusionsprotein VP1-Z biophysikalisch und funktionell charakterisiert.

Die Funktionalität von VP1-Z hängt von der Integrität der Struktur ab. Diese wurde durch

CD-Spektroskopie nachgewiesen. So konnte demonstriert werden, daß der

Sekundärstrukturgehalt beider Proteine im Fusionsprotein vollständig erhalten bleibt. Die

pentamere Grundstruktur von VP1-Z konnte durch analytische Ultrazentrifugation

nachgewiesen werden. Die Assemblierung unter geeigneten Bedingungen führte zur Bildung

von Kapsiden. Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte, daß bei diesem Fusionsprotein

eine sehr homogene Spezies an Kapsiden entsteht, die mit einem Durchmesser von ca. 45 nm

den wtVP1 Kapsiden sehr ähnlich ist. Die Funktionalität des Protein Z im Fusionsprotein

wurde über die Bindung eines humanisierten Antikörpers nachgewiesen. Die Analyse der

Bindungsstöchiometrie ergab, daß statistisch 0.8 Antikörpermoleküle pro VP1-Z-Monomer

gebunden werden, was einer 1 zu 1 Stöchiometrie entspricht. Ebenso wie bei der Insertion der

DHFR in den HI-Loop, führte die Insertion von Protein Z zum Verlust der

Sialinsäurebindungsfähigkeit von VP1, die Grundvorraussetzung, um die Zelltyp-spezifische

Adressierung zu entwickeln. Die thermische Stabilität des pentameren Fusionsproteins war

mit 38°C etwas geringer, als die des wtVP1 Pentamers. Allerdings konnte bei der Analyse der

Kapside zwischen VP1-Z und wtVP1 kein Unterschied detektiert werden. Bei beiden

Proteinen zeigte der Übergang der Denaturierung einen Mittelpunkt von 52°C. Eine

Stabilisierung durch die Bildung der Kapside kann mit dem Auftreten neuer

Strukturmerkmale im Kapsid und der Disulfidverbrückung im Zusammenhang stehen

(Schmidt et al., 2000).

Die biophysikalische Untersuchung von VP1-Z zeigt deutlich, daß VP1-Z in der Lage ist,

Kapside auszubilden, die Antikörper auf der Oberfläche präsentieren können. Der Verlust der

Sialinsäurebindung und die ausreichende Stabilität der Kapside ermöglichen es, das

entwickelte System in der Zellkultur zu testen und weiterzuentwickeln.

Die Spezifität des neuentwickelten Systems konnte in Zellkulturexperimenten dargestellt

werden. Die VP1-Z Kapside konnten mit fluoreszenzmarkierter DNS und Zelltyp-

spezifischem Antikörper beladen werden. Der ternären Komplex wurde dann zusammen mit
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Zellen inkubiert. Nur die Zellen, die positiv für das Antigen waren, zeigten eine deutliche

Fluoreszenz. Negative Zellinien zeigten keine Färbung. Durch LSM und Schnitte durch

einzelne Zellen konnte außerdem nachgeweisen werden, daß die fluoreszenzmarkierte DNS

nach der Bindung auch aufgenommen wird und in intrazellulären Vesikeln zu finden ist.
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4.3 Zelltyp-spezifische Transduktion und Genexpression

(Gleiter und Lilie, 2002)

Die Charakterisierung der VP1-Z Kapside hatte gezeigt, daß sie mit Hilfe Zelltyp-spezifischer

Antikörper spezifisch mit entsprechenden Zielzellen interagieren und von diesen

aufgenommen werden können. Damit war die Voraussetzung geschaffen, dieses

Vektorsystem für einen funktionellen Gentransfer in Zielzellen einzusetzen.  Um ein System

mit medizinischem Potential zu testen, wurde der Antikörper Herceptin ausgewählt. Herceptin

erkennt den zellulären Oberflächenrezeptor ErbB2. Die Überexpression von ErbB2 ist ein

Merkmal bei bestimmten Formen des Brustkrebs. Herceptin wird deshalb bei Brustkrebs als

erfolgversprechendes Therapeutikum eingesetzt (Miles, 2001).

In einem ersten experimentellen Ansatz wurde der in vitro hergestellte ternäre Komplex,

bestehend aus den VLPs, Herceptin und DNS, mit ErbB2-positiven Zellen inkubiert. Dieser

Versuch führte allerdings nicht zu einer Transduktion der Zellen, unabhängig von der Art der

ErbB2-positiven Zellen (MCF7 oder SK-BR3), als auch den verwendeten Reportergenen

(GFP, Luciferase, β-Galaktosidase). Die Ursache hierfür ergibt sich aus dem

Aufnahmemechanismus der Partikel in die Zellen. Während wtVP1 über Caveolae

internalisiert wird, führt die Bindung von Herceptin an ErbB2 zur Rezeptor-vermittelten

Endozytose der VLPs. Anschließend gelangen die VLPs über die späten Endosomen in die

Lysosomen, wo sie abgebaut werden.

Eine Möglichkeit, das lysosomale System zu stören, ist der Einsatz des lysosomotrophen

Agens Chloroquin. Wurde Chloroquin während der Transduktion dem Medium zugesetzt, so

konnte eine Genexpression von Markergenen sowohl mit GFP, als auch β-Galaktosidase

nachgewiesen werden. Der die Transduktion limitierende Schritt ist also in einer fehlenden

Freisetzung aus dem lysosomalen Kompartiment zu sehen. Der Einsatz von Chloroquin kann

natürlich nur ein analytisches Hilfsmittel im Zellkulturexperiment sein. Zur Quantifizierung

der Transduktionsrate unter diesen Bedingungen wurden GFP-exprimierende Zellen mittels

FACS-Analyse ausgewertet. Damit wurde eine Transduktionseffizienz von 0,45 % aller

Zellen bestimmt. Eine ähnliche Effizienz wurde auch für wtVP1 beschrieben (Krauzewicz et

al., 2000a; Krauzewicz et al., 2000b). Obwohl die Transduktionseffizienzen vergleichbar sind,

liegen sie noch weit unter einer Effizienz, die eine Anwendung sinnvoll erscheinen läßt.

Neben der Transduktionseffizienz ist aber die Zelltyp-Spezifität ein entscheidender

Parameter.
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So mußte nachgewiesen werden, ob VP1-Z noch zu einer Zelltyp-unspezifischen

Transduktion befähigt ist. Die Transduktion von ErbB2-positiven Zellinien erwies sich als

strikt abhängig von der Anwesenheit des Antikörpers im Transduktionskomplex. Nur der

Einsatz des ternären Komplexes führte zur Transduktion der Zellen. Alle anderen

Kombinationen der drei Komponenten erwiesen sich bezüglich des funktionellen

Gentransfers als inaktiv. Darüberhinaus konnte gezeigt werden, daß nur Zellinien transduziert

wurden, die ErbB2 überexprimierten.

Die Entwicklung eines Zelltyp-spezifischen Transduktionssystems konnte also in vollem

Umfang dargestellt werden. Der noch zu klärende Punkt ist natürlich das intrazelluläre

Schicksal der Kapside. Hier müssen Strategien entwickelt werden, die eine Freisetzung aus

Endosomen ermöglichen, bevor ein Großteil der Partikel degradiert wird. Möglichkeiten sind

z.B. der Einsatz fusogener Peptide wie das HA-2 Peptid oder Lysteriolysin O. Diese erfahren

bei der Absenkung des pH-Wertes im lysosomalen Kompartiment eine Strukturänderung.

Diese Form der Peptide  ist in der Lage, sich in die Membran der Lysosomen einzulagern und

dort Poren zu bilden (Gariepy und Kawamura, 2001; Walton et al., 1999). Über die gebildeten

Poren könnten die VLPs dann in das Cytoplasma gelangen. Dadurch könnte auf den Einsatz

von Chloroquin verzichtet und die Transduktionseffizienz deutlich erhöht werden.
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4.4 Entwicklung alternativer Kopplungsmethoden an VP1

(Stubenrauch et al., 2001)

Die Kopplung Zelltyp-spezifischer Antikörper an die Oberfläche von VP1-Z beruht auf einer

nicht-kovalenten Bindung der Antikörper an Protein Z. Durch SPR-Messungen konnte zwar

für diese Wechselwirkung eine hohe Affinität im Bereich einer nanomolaren

Dissoziationskonstante ermittelt werden, dennoch ist die Dissoziation des Antikörpers von der

Kapsidoberfläche möglich.  Daraus resultiert natürlich die Gefahr, daß es bei der natürlichen

Konzentration von 10 mg/ml Antikörper im Blut von Patienten zu einem Austausch von

Antikörpern auf der Oberfläche kommt und die VLPs einen neuen Tropismus erhalten.

Mittels einer kovalenten Kopplung des Adressierungsmoduls auf der Oberfläche kann dieses

Problem umgangen werden.

Von Stubenrauch et al. wurde die VP1-Variante VP1-E8C entwickelt (Stubenrauch et al.,

2000). Die dabei in den HI-Loop inserierte Sequenz aus acht Glutamaten und einem Zystein

wurden als Reinigungstag benutzt. Neben der Reinigung kann dieser tag auch zur Kopplung

polyionischer Peptide oder Fusionsproteine mit polyionischer Sequenz genutzt werden.

Um ein solches System zu entwickeln, wurde das Fv-Fragment des Antikörpers B3 gewählt.

Dieser Antikörper erkennt das Tumor-spezifische Kohlenhydratmotiv LewisY (LeY) als

Antigen. Die VH-Domäne des Fv-Fragmentes wurde um die Sequenz Arg8CysPro verlängert.

Durch die komplementär geladenen Aminosäuren ist eine polyionische Wechselwirkung

zwischen VP1-E8C und dem modifizierten Fv-Fragment möglich. Durch die Wahl eines

geeigneten Redoxsystems kann dann eine Disulfidbrücke zwischen den beiden Proteinen

ausgebildet werden. Damit ist eine kovalente Kopplung des Fv-Fragmentes an VP1-E8C

möglich.

Wie auch bei den Varianten VP1-DHFR und VP1-Z konnte durch den

Haemagglutinationstest nachgewiesen werden, daß VP1-E8C keine Bindungsaffinität mehr zu

Sialinsäureresten besitzt. Damit war eine Grundvoraussetzung für eine Zelltyp-spezifische

Adressierung gegeben.

Die Assoziation von VP1-E8C und Fv-B3 konnte mittels Gelfiltration und SDS-PAGE

eindeutig nachgewiesen werden. Die optimale Kopplungsrate betrug 30-40 Fv-Fragmente pro

VLP. Bei höheren Beladungszahlen kam es zur Aggregation, ein Effekt, der nicht nur bei der

Kopplung von Antikörperfragmenten auftrat, sondern auch bei der Bindung von isolierten

Arg10Cys-Peptiden. Mit der Bindung von DNS konnte somit auch für dieses Konstrukt ein
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Vektorsystem erstellt werden, welches zur Zelltyp-spezifischen Adressierung und

Transduktion befähigt sein sollte.

Die Anwendung dieses Transduktionssystems in der Zellkultur führte zur Transduktion von

LeY-positiven Zellen (MCF 7 und A431). Dabei lag das Expressionslevel eines Markergens

ungefähr 2.5-5fach höher als bei den Kontrolltransduktionen. Wie auch der funktionelle

Gentransfer des VP1-Z/Herceptin-Systems von dem gebundenen Antikörper abhängig war, so

war auch der funktionelle Gentransfer in die LeY-positiven Zellen abhängig von dem

gekoppelten Fv-B3-Fragment. LeY-negative Zellinien konnten nicht transduziert werden.

Durch die Kompetition mit freiem Antigen ließ sich zeigen, daß die Transduktion

hochspezifisch war. Wurde dem Medium Sialyllaktose, der natürliche Bindungspartner von

wtVP1, zugegeben, konnte die Transduktion nicht inhibiert werden.

Die Transduktion von LeY-positiven Zellen mit dem Vektorsystem erwies sich zwar

spezifisch, allerdings war die Transduktionseffizienz sehr gering. Daher war die Analyse der

limitierenden Schritte der Transduktion mit diesem System Gegenstand weiterer

Untersuchungen.
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4.5 Untersuchungen zum spezifischen Gentransfer mit der Variante VP1-

E8C des Polyomahüllproteins VP1

(May et al., 2001)

Das Transduktionssystem, das aus VP1-E8C und dem gekoppelten Fv-Fragment B3 besteht

(VP1-B3), zeigte nicht die erwartete Effizienz, die man aufgrund der sehr effizienten

Zelladressierung erwarten würde. Nutzt man fluoreszenzmarkiertes VP1-E8C im Komplex mit

dem Fv-Fragment B3, so war zu sehen, daß fast alle LeY-positiven Zellen eine deutliche

Fluoreszenzfärbung zeigten. Neben der Oberflächenassoziation des Vektorsystems war dabei

auch eine intrazelluläre Lokalisation zu beobachten. Wenn das Antikörperfragment nicht

gekoppelt wurde, konnte keine Bindung des markierten VP1-E8C beobachtet werden. Damit

konnte die Bindung des Vektors an die Zelloberfläche und die Aufnahme in die Zellen als

limitierender Schritt ausgeschlossen werden. Um den Mechanismus der Aufnahme der VLPs

aufzuklären, wurden Kolokalisationsstudien von VP1-B3 und Transferrin durchgeführt.

Transferrin ist ein Ligand, der nach Bindung an den Rezeptor mittels Clathrin-abhängiger

Endozytose internalisiert wird. Durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen konnte die

Kolokalistaion der fluoreszenzmarkierten Komponenten VP1-B3 und Transferrin gezeigt

werden. Zudem konnte die Aufnahme von VP1-B3 durch Chlorpromazin, einen spezifischen

Inhibitor der Endozytose, verhindert werden. Die Aufnahme der Partikel erfolgt demzufolge

nach der Bindung an das Oberflächenantigen durch Endocytose. Wie bei dem

Transduktionssystem VP1-Z/Herceptin, gibt es auch hier keinen Mechanismus, um VP1-B3

effektiv aus dem lysosomalen Kompartiment freizusetzten. Deshalb stellt der lysosomale

Abbau der Komponenten auch bei diesem System einen limitierenden Faktor für die

Transduktion dar.

Neben der Internalisierung ist die DNS-Bindung als limitierender Schritt des Gentransfers

denkbar. Zwar besitzt VP1 bei neutralem pH-Wert eine leicht negative Nettoladung, es kann

aber in diesem Zustand immer noch DNS binden und zur Transduktion eingesetzt werden.

Durch die Insertion von 8 Glutamaten in den HI-Loop wird die negative Ladungsdichte auf

der Kapsidoberfläche drastisch erhöht. Die Bindung von 30-40  Fv-Fragmenten über

polyionische Wechselwirkungen ändert an der Nettoladung nicht viel. Da das

Phosphatrückgrat der DNS auch negativ geladen ist, kann es zu einer elektrostatischen

Abstoßung und verminderten Bindung kommen. Die DNS-Bindung wurde mittels

analytischer Ultrazentrifugation und Gelshift-Assays untersucht. Erst bei einem pH-Wert von

5, wenn also die negative Ladung einiger Glutamatreste titriert wurde, konnten ca. 40% der
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eingesetzten DNS an VP1-E8C Kapside gebunden werden. Bei neutralem pH-Wert war mit

diesen Analysenmethoden keine signifikante DNS-Bindung nachzuweisen. Diese veränderte

DNS Bindungseigenschaft bei neutralem pH-Wert steht im Kontrast zu der sehr guten DNS

Bindungseigenschaft des wt Proteins oder VP1-Z unter diesen Bedingungen.

Die DNS Bindung konnte somit als ein weiterer limitierender Faktor bei der Transduktion mit

VP1-E8C Kapsiden identifiziert werden. Unter Berücksichtigung der verbesserten DNS-

Bindung bei pH 5 und dem Einsatz von Chloroquin in der Zellkultur, um eine partielle

Freisetzung der Partikel aus den Lysosomen zu gewährleisten, konnte die Transduktion der

LeY-positiven Zellen deutlich gesteigert werden. Eine Transduktionseffizienz von unter 1%

zeigt aber deutlich, daß noch weitere Optimierungsschritte notwendig sind, bzw. daß noch

andere limitierende Faktoren vorliegen.

Das vorgestellte Vektorsystem, bestehend aus VP1-E8C und dem Antikörperfragment B3,

kann zwar Zelltyp-spezifisch Zellen transduzieren, allerdings mit einer sehr geringen

Effektivität. Um die Transduktionsrate zu steigern, muß die im Vergleich zum wtVP1

verminderte DNS-Bindung deutlich gesteigert werden. Möglichkeiten dazu bietet z.B. die

gemischte Assemblierung mit anderen Varianten des VP1 Proteins, z.B. VP1-Z. Dadurch

kann die Anzahl der auf der Oberfläche präsentierten negativen Ladungen verringert und die

DNS-Bindung verbessert werden. Dies eröffnet auch die Möglichkeit, die gemischte

Assemblierung mit VP1-Varianten durchzuführen, die eine spezifische DNS-

Bindungssequenz am N-Terminus besitzen. Dadurch könnte DNS spezifisch gebunden und in

die Kapside verpackt werden. Der Einsatz kürzerer, funktioneller DNS-Fragmente anstatt

ganzer Plasmide sollte ebenfalls die Verpackung erleichtern, da diese Fragmente nach der

Bindung an den N-Terminus während der Assemblierung im Inneren der Kapside Platz finden

und verpackt werden können.
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5 Abkürzungen

AAV Adeno-assoziierte Viren

ADP Adenovirus death protein

AIDS Aquired immundeficiency syndrom

Arg8CysPro Polyionisches Peptid mit der Sequenz

Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Cys-Pro

bp Basenpaare

BRCA1 Breast cancer associated protein 1

CAR Coxsackie Virus and Adenovirus Receptor

CD34 Cluster of differentiation

CF Cystic fibrosis

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator

DHFR Dihydrofolat-Reduktase

DMD Duchenne Muskeldystrophy

DNS Desoxyribonukleinsäure

dsDNS Doppelsträngige Desoxyribonukleinsäure

EGF Epidermal growth factor

EGFP Enhanced green fluorescent protein

FACS Fluorescence assisted cell sorting

Fv-B3 Antikörperbindendes Fragment des Antikörpers B3

Gal Galaktosidase

GalNAc N-acetyl-Galaktosidase

GAL4 Hefespezifischer Transkriptionsfaktor GAL4

GCSF Granulocyte colony-stimulating factor

HIV Human Immunodeficiency Virus

HIV TAT Human Immunodeficiency Virus Transactivator Protein

HSV Herpes-Simplex-Virus

IL-1 Interleukin 1

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

KM Michaelis-Menten Konstante

LeY LewisY

LSM Laser scanning micoscropy

LTR Long terminal repeats
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MMLV Moloney Murine Leukemia Virus

NeuNAc Sialinsäurerest

NGF Nerve growth factor

ras Rat Sarcoma

RGD Tripeptid mit der Sequenz Arg-Gly-Asp

RNS Ribonukleinsäure

SCID Severe combined immunodeficiency

SPR Surface plasmon resonance

SV 40 Simian Vaculating Virus 40

TGF-α Transforming growth factor alpha

TNF-α Tumor-Nekrosisfaktor α

tPA Tissue plasminogen activator

VLP Virus like particles

VEGF Vascular endothelial growth factor

VP1 Polyomavirushüllprotein VP1

VP1-B3 Assoziat aus VP1-E8C und dem Fv-Fragment des Antikörpers B3

VP1-DHFR VP1-Variante mit der inserierten DHFR im HI-Loop

VP1-E8C  VP1-Variante mit dem Insertionspeptid Glu8Cys im HI-Loop von VP1

VP1-Z VP1-Variante mit inseriertem Protein Z im HI-Loop

VP2 Polyomavirushüllprotein VP2

VP3 Polyomavirushüllprotein VP3

VP16 Virales Hüllprotein 16 des Herpes-Simplex-Virus

VH Schwere Kette der variablen Antikörperdomänen

wt Wildtyp

wtDHFR Wildtyp DHFR

ZNS Zentrales Nervensystem
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Abstract

The variant VP1-Z of the polyomavirus coat protein VP1 has been described recently as an

engineered fusion protein of VP1 and the antibody binding domain protein Z. This construct

is able to specifically bind and functionally present antibodies on the surface of virus like

particles of VP1-Z. Here we demonstrate that with the binding of Herceptin, an antibody

directed against the receptor thyrosine kinase ErbB2, a cell type specific targeting was

established. ErbB2 positive cell lines were transduced with different plasmids encoding eGFP

or β-galactosidase. With both reporter systems functional gene expression in transduced cells

could be observed. The transduction was strictly dependent on the use of a ternary complex

formed of VLPs of VP1-Z, Herceptin, and the reporter plasmid DNA. The use of single

components or ErbB2-negative cell lines did not result in functional gene transfer. The

transduction was completely dependent on the use of chloroquine, a lysosomotropic reagent.

This indicates that the complex is internalized by ErbB2-mediated endocytosis.
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Introduction

The mechanisms of viruses to enter host cells and transduce their DNA are multifaceted. Cell

binding, cell penetration and transport of nucleic acids into host cells are mediated by

structural and functional domains of viruses, and many of these components are the basis for

gene delivery systems. The murine polyomavirus belongs to the non-enveloped DNA viruses

with their DNA encapsulated in a virus shell consisting of the major coat protein VP1, and the

minor coat proteins VP2 and VP3 [6]. Recombinantly produced pentameric VP1 can be

assembled in vitro into virus like particles (VLPs) in the presence of  Ca2+ ions [18;28;29].

These VLPs can be loaded with DNA by osmotic shock [8]. DNA is bound with a high

affinity to the N-terminal part of VP1 and therefore protected from degradation [21]. Polyoma

VLPs have been used as gene transfer systems both in vitro and in vivo [8;16;17;31;34;41].

Also the use of VLPs as peptide and protein transfer system has been demonstrated [31]. One

of the natural cellular ligands for these particles is sialic acid [1;12;35-37] that is present on

many eucaryotic cells. Binding to these sugar residues leads to a cell-type unspecific

targeting. Structure determination of VP1 revealed that the binding site  of sialic acid is

located on the surface of the viral coat, beneath the HI-loop [35;36]. Based on this structural

knowledge different approaches for the development of an artificial cell-type specific VP1

vector have been followed. One approach is the insertion of a polyionic glutamate stretch in

the HI-loop of VP1. This abolishes the natural tropism and also serves as part of a docking

module. A Fv-fragment with a poly-arginine tag could be coupled via polyionic interactions

on the surface of the modified VP-1 [39;40]. This leads to the generation of a new tropism of

the particles if a cell-type specific Fv-fragment is used.

A second approach is the insertion of the docking module protein Z in the HI-loop that binds

complete antibodies [10]. Obviating the necessity to develop new Fv-Fragments, this variant,
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VP1-Z was previously shown to assemble into VLPs and binds cell-type specific to cells

presenting the appropriate antigen that is recognized by the antibody coupled on VP1-Z.

Here we show that the cell-type specific targeting against the ErbB2-receptor leads to the

transduction of ErbB2 positive cell lines MCF 7 and SK-BR3. The ErbB2-receptor belongs to

the familiy of the epidermal growth factor receptors. ErbB2-receptor, a thyrosine kinase,

serves as a co-receptor for several epidermal growth factor-like ligands that bind and activate

other epidermal growth factor receptors. The overexpression of the ErbB2-receptor is

observed in several human adenocarcinomas and leads to a constitutive ErbB2-receptor

expression. Cell-type specific targeting of tumors overexpressing the ErbB2-receptor has been

achieved with the fully humanized anti-ErbB2 antibody Herceptin [33]. Using this antibody

we demonstrate that the uptake of the VLPs of VP1-Z depends solely on the antibody/antigen

interaction and no unspecific transduction could be detected.



84 Veröffentlichungen

Material and methods

Cell lines:

The human adenocarcinoma cell line SK-BR3 (ATCC: HTB-30), and HT-29 (ATCC: HTB-

38), a colorectal adenocarcinoma cell line, were maintained in DEMEM (Invitrogen),

supplemented with 10% FCS (Invitrogen) and 0.5% Gentamicin (Invitrogen).

HeLa CD4+ Clone 1022 (NIH AIDS Research & Reference Reagent Program), and MCF 7

(ATCC: HTB-22), a human adenocarcinoma cell line, were maintained in RPMI 1640

(Invitrogen), supplemented with 10% FCS, 1% Glutamax and G418 (1 mg/ml final

concentration) for HeLa CD4+ or 0.5% Gentamicin for MCF 7. CHO-AA8-Luc tet-off from

Clontech was maintained in MEM (Invitrogen), supplemented with 10% FCS and 100 µg/ml

G418 and 100 µg/ml Hygromycin B. NIH/3T3 mouse fibroblast cells (ATTC: CRL-1658)

were maintained in RPMI 1640 (Invitrogen), supplemented with 10% CS, 1% Glutamax and

0.5% Gentamicin. All cells were cultivated in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO2.

Proteins:

VP1-Z, a variant of the polyoma coat protein VP1, was prepared as described previously [10].

The concentration of VP1-Z was determined by UV-VIS spectroscopy using an extinction

coefficient of ε280 nm; 1cm = 1.3 for a protein solution of 1 mg/ml. Humanized anti-ErbB2

antibody (MAK<Her2>rH-IgG, Herceptin) was kindly provided by Roche Diagnostics

(Penzberg, Germany).

Transduction protocol:

For transduction with the plasmid pEGFP-C1 (Clontech), cells were seeded in 6-well plates

containing sterile coverslips. For the β−galactosidase reporter assay cells were seeded in 12-

well plates. At a confluency of about 60-70% cells were washed three times with cold

medium in the absence of any supplements. After addition of medium and transduction agent,

cells were incubated for 1h at 37°C /5% CO2. Afterwards chloroquine (final concentration of

50 µM) as well as FCS or CS, respectively, were added. Cells were then incubated, depending
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on how long chloroquine in the medium was tolerated: MCF 7: incubation for 72 hours, HeLa

CD4+, SK-BR3, NIH 3T3, and CHO-AA8-Luc tet-off for 12-14 hours.

Subsequently cells were washed carefully 3 times with PBS and fresh medium without

antibiotics was added. All cells were incubated at least 72 hours post transduction before

expression of β-galactosidase or GFP was analyzed.

Transduction reagents:

For transduction of cells, VLPs of VP1-Z, the humanized anti-ErbB2 antibody Herceptin and

a GFP encoding plasmid (pEGFP-C1, Clontech) or a β-galactosidase encoding plasmid

pELI92 [42] were used. First VP1-Z was incubated with antibody before DNA was added.

Afterwards the mixture was replenished with buffer (20 mM Tris pH 7.4, 200 mM NaCl, 5%

(v/v) glycerol, 1 mM CaCl2) to a final volume of 100 µl. The mixture was then incubated at

20°C for 20 minutes to allow formation of the ternary complex. Afterwards the transduction

reagent was added to the cell culture medium to a final volume of 2 ml and incubated with the

cells. The amount of protein and the ratio of antibody and DNA to the VLPs of VP1-Z is

stated in the result section and figure legends.

Reporter plasmid assays:

GFP expression was visualized using a Zeiss fluorescence microscope LSM 100M.

Cells were grown in 6-well plates on coverslips. After the transduction experiment was

finished, the cells were washed extensively with cold PBS and fixed with paraformaldehyde

(3% (w/v)). Subsequently the coverslips were mounted with Mowiol 4-88 (Calbiochem)

containing DABCO (0.2% (w/v)) and the cells were analyzed by fluorescence microscopy .

The β-galactosidase activity was measured according to the manufacturers protocol (Promega

β-galactosidase enzyme assay system with reporter lysis buffer, Promega corporation,

Mannheim, Germany). Absorption of ortho-nitrophenol was measured at 405 nm using a

polarstar microplate reader. All measured values were corrected for light scattering using the
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signal at 544 nm. All transduction experiments with the β-galactosidase encoding plasmid

were replicated at least three times.

DNA binding studies:

2.8 nM of plasmid pELI 92 were incubated with different concentrations (0.093 to 11.2 nM)

of VLPs of VP1-Z. Each sample was incubated at 20°C for 20 minutes. DNA binding was

analyzed by sedimentation velocity experiments in an analytical ultracentrifuge using an

AN50Ti rotor and double sector cells. The experiments were performed at 10,000 rpm, 20°C.

Scans were taken every 10 min at 260 nm. The data were analyzed using the software

provided by Beckman instruments.

Plasmid preparation:

Plasmids were propagated in E.coli XL1-blue (Stratagene, CA). Plasmid preparation was

performed according to the manufactures protocol (Qiagen, Mini-Spin Prep or Qiagen Qia-

Filter Mega Prep). The concentration of the plasmid was determined using UV-VIS

spectroscopy. To verify the identity of the plasmids, analytical restriction digests were

performed.
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Results

Binding of plasmid DNA to VP1-Z

The insertion of the antibody binding domain Z in the HI-loop of VP1 had no influence on

several biophysical parameters of VP1 compared to those of the wildtype protein [10].

However, binding and transportation of DNA using VLPs of VP1-Z as an important factor of

gene delivery systems has not been analyzed so far. To demonstrate that the insertion of

protein Z did not influence the DNA binding properties of VP1 [11;20;21], the interaction of

VLPs of VP1-Z with supercoiled plasmid DNA of 7.2 kb was analyzed by analytical

ultracentrifugation. Under the chosen experimental conditions, the supercoiled plasmid DNA

at a concentration of 2.8 nM showed only a very slow sedimentation (Fig. 1A). Addition of a

4-fold molar excess of VLPs of VP1-Z over plasmid DNA resulted in a quantitative co-

sedimentation of DNA and VLPs of VP1-Z, indicating an efficient binding of DNA to VLPs

of VP1-Z (Fig. 1C). Even at stoichiometric concentration of VLPs of VP1-Z to DNA an

interaction of both partners could be observed (data not shown). In addition the DNA binding

ability of VLPs of VP1-Z could be verified using a gel shift assay. A similar behavior could

also be shown for the VLPs of wtVP1 (data not shown). The ability of the unspecific DNA

binding site of VP1 to interact with DNA  seems therefore not to be changed in the variant

VP1-Z.

Transduction of cells expressing the ErbB2 antigen

After showing the ability of VP1-Z to bind DNA, we analyzed the use of VLPs of VP1-Z as a

cell-type specific gene delivery system. To test this, we prepared a ternary complex consisting

of VLPs of VP1-Z, reporter gene DNA and the tumor specific anti-ErbB2 antibody Herceptin.

As demonstrated earlier, Herceptin could be coupled on the surface of VLPs of VP1-Z with

very high efficiency. Here a coupling rate of 72 antibodies Herceptin per VLP was used.

Herceptin binds to the overexpressed ErbB2-receptor on the surface of several human cancer
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cell lines including human breast cancer cell lines and ovarian carcinomas [5]. As a reporter

system of transduction the expression of green fluorescent protein was documented. Since the

antibody bound to the ErbB2-receptor is internalized by receptor-mediated endocytosis

[7;9;14], transduction experiments were performed in the presence of the lysosomotropic

chloroquine to ensure at least a partial release of the vector into the cytosol of the cells.

During the whole time scale of the experiment cells showed a normal shape and no noticeable

abnormalities (Fig. 2A), indicating that the cells survived the transduction process and the

incubation with chloroquine for 72 hours. 48 hours after transduction expressed GFP started

to become visible and reached a maximum at about 72 hours. In  Fig. 2B the fluorescence of

the same cells shown in Fig. 2A is documented. A significant fraction of cells expressed GFP.

Obviously, the fluorescence of GFP is located inside the cells. This was also confirmed using

CLS (data not shown).

The transduction of MCF 7 cells totally depend on the presence of chloroquine. Without this

lysosomotropic agent no GFP expression could be detected (data not shown), indicating that

the vector is directed from the endosomes to the lysosomes and is degraded.

The transduction of MCF 7 was strictly based on the Herceptin-mediated targeting of the

VLPs of VP1-Z. Without the coupled Herceptin MCF 7 could not be transduced with VLPs of

VP1-Z, indicating that the cell-type unspecific but efficient targeting of wtVP1 by its natural

sialic acid binding activity was completely suppressed in our mutant VP1-Z. Similarly,

incubation of MCF 7 with Herceptin and DNA but in the absence of VLPs of VP1-Z did not

result in GFP expression (data not shown). Thus no unspecific internalization of the reporter

plasmid could be observed under any conditions.

Similar results were obtained if β-galactosidase encoding plasmid was used for transduction.

For MCF 7, only transduction with the complete ternary complex of VLPs of VP1-Z, plasmid

DNA encoding β-galactosidase and Herceptin, led to expression of β-galactosidase. If one or

two components of this vector system were omitted the enzymatic activity measured after



Veröffentlichungen 89

transduction was identical to the endogenous β-galactosidase activity of untreated cells within

the range of error (Fig 3A). The same results were obtained for another erbB2-positive cell

line SK-BR3. Since SK-BR3 cells were much more sensitive to the cytotoxic effect of

chloroquine, the incubation time was kept significantly shorter than for MCF 7. Furthermore,

a cytotoxic and anti-proliferative effect of Herceptin on these cells has been reported

[5;25;33]. Therefore the overall transduction rate was noticeable lower than for MCF 7, but

differences between the transduction and control experiment were still significant. The cell-

type specific effect of targeting and gene delivery could be shown only with the ternary

complex of VLPs of VP1-Z, DNA and antibody (Fig. 3B).

Efficiency of the transduction

After obtaining positive results for the cell-type specific gene transfer, we attempted to

optimize the vector system. All three components of the system were titrated and the resulting

vector assayed regarding its transduction efficiency on MCF 7 cells. The ratio of VLPs of

VP1-Z, presenting approximately 70 antibody molecules, to plasmid DNA was changed in a

range from no plasmid DNA to a ten fold molar excess of plasmid over VLP. As shown in

Figure 4A, at a molar ratio of  VLP to plasmid of 1:1 to 1:5 a maximum of transduction was

obtained. The decrease in transduction at very high concentrations of plasmid DNA might be

due to extensive binding of DNA on the surface of VLPs of VP1-Z, thus shielding the

coupled antibody and diminishing cell targeting. Also the coupling rate of antibody was

varied from the absence of any Herceptin to a three-fold molar excess of antibody over the

VP1-Z monomer, which resulted in an almost complete saturation of VLPs of VP1-Z with

Herceptin. The β-galactosidase activity obtained after gene delivery was plotted against the

ratio of VP1-Z monomers to antibody (Fig. 4B). The transduction efficiency reached a plateau

at a ratio of one antibody per pentamer of VP1-Z, resulting in 36 coupled antibodies per VLP.
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We further analyzed, if increasing amounts of transduction-active ternary complex in optimal

composition, lead to an advance in transduction and expression of β-galactosidase. In Figure

4C the result of this titration is shown. At low concentrations of transduction complex, an

increase of transduction could be observed with increasing the amount of complex. At 3 µg

VP1-Z (and a ratio of 1 plasmid per VLP and 72 antibodies per VLP of VP1-Z) a plateau of

expressed activity was reached. This demonstrates that with relatively low amounts of the

ternary complex, the best transduction and gene expression could be obtained.

With this optimized vector system and a titre of 5*1013 particles (corresponding to 3 µg) per

1*106 cells of MCF7 a transduction efficiency of 0.45% as analyzed by FACS analysis could

be obtained. This transduction efficiency is comparable to that of wtVP1, which was shown to

be in the range of 0.1-0.5% using the same titres [16;17].

Cell-type specificity of gene delivery

The transduction of the cell lines MCF 7 and SK-BR3 demonstrated that functional gene

delivery strictly depends on the interaction of the antibody Herceptin with cellular ErbB2-

receptor. However, these results did not rule out that with cell lines not overexpressing the

ErbB2-receptor on the cell surface the vector system might be internalized via other

mechanisms. Therefore we screened cell lines that are not described to be positive for the

overexpression of ErbB2-receptor. NIH/3T3 is resported to express high amounts of sialic

acids on its surface. Since sialic acid is the natural target of polyomavirus, we used this cell

line to analyze whether VLPs of VP1-Z may still possess a residual affinity to sialic acids in

the absence of ErbB2. Furthermore, we chose a human cervix adenocarcinoma cell line, a

hamster ovarian cell line, and a human colorectal adenocarcinoma as other negative cell lines.

Whereas transduction of MCF 7 led to a significant increase in β-galactosidase expression

compared to the control (Fig. 5), for none of the control cell lines the transduction resulted in
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a signal significantly higher than the background signal, strongly indicating that the gene

transfer indeed is strictly dependent on the antibody-mediated cellular targeting.
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Discussion

Many different transduction systems for gene or cancer therapy have been evolved in the last

decade. The main focus has been the development and improvement of viral systems.

Adenoviruses, AAV and retroviral systems are the main topics of recent research. The major

advantage of the viral system is the utilization of the viral DNA packaging, cell entry and

uncoating mechanism. But these natural mechanisms bear also a major disadvantage. The

natural tropism of the virus directs the vector system to its natural target cells. Usually this

includes rather different tissues than specific cell types. Many attempts have been made to

circumvent this natural tropism and to create a new, cell-type specific targeting mechanism.

For example, scFv fragments were fused to the coat proteins of retroviruses [2;3;13;19]. Ohno

et al. and  Morizono et al. inserted the tandem repeat of protein Z in the coat protein of sindbis

virus and retrovirus [3;22-24] and coupled cell-type specific antibodies to this modified

viruses. Even in the case of of non-viral vectors such as liposomes attempts have been

reported to create a cell-type specific targeting of so called immunoliposomes by coupling of

cell type specific antibodies [14;26].

Virus-like particles of the major coat protein VP1 of murine polyoma virus represent a

combination of both, the non-viral and the viral systems. Derived from a murine virus, the

recombinant and safe production in E.coli yields high amounts of protein [18]. The ability of

the pentameric form of VP1 to self-assemble in vitro allows the formation of VLPs that can

be used to transduce cells [8;34;38]. Because the natural ligand of polyomavirus, sialic acids,

is present on almost all mammalian cells, this transduction proved to be cell-type unspecific.

The structure of VP1 was solved to high resolution [36], allowing rational attempts to modifiy

the VP1 protein. One attempt to change the natural tropism of the wtVLPs was based on the

insertion of a polyionic glutamate stretch in the HI-loop. This polyionic peptide blocked the

sialic acid binding of VP1 and additionally served as an anchor to couple a tumor specific

antibody Fv-fragment. Using this vector system a cell-type specific targeting and gene
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transfer could be demonstrated [40]. Because this approach always depends on the

modification of a Fv-fragment and a coupling reaction of VP1 and Fv-fragment, we decided

to insert a coupling module for intact antibodies in the HI-loop of VP1. With the insertion of

the IgG binding domain from protein A, protein Z, we recently described a fusion protein that

is able to form VLPs and is capable of binding antibodies on its surface. Besides this, the

binding to sialic acids was diminished [10].

Here we show that this vector based on VP1-Z, in principal can be used as a cell-type specific

gene delivery system. Whereas in this study only large plasmids were used merely as an

analytical detection system of cellular transduction reasonable therapeutic approaches can

make use of smaller DNA fragments in order to enhance the packaging in the VLP and

enhance protection of the transported DNA. Also the use of small DNA or RNA molecules

like DNAzymes or ribozymes opens the possibility to bind or package more than one copy of

biologically active nucleic acid per particle, raising the effective concentration of therapeutic

molecules per VLP that transduces a cell.

For the cell-type specific targeting of VLPs of VP1-Z carrying an appropriate marker gene,

we chose the monoclonal antibody Herceptin which is directed against the tumor marker

ErbB2, a receptor tyrosine kinase. This receptor is overexpressed in several cancer cell lines,

in particular in breast cancer [32]. ErbB2 as target for the therapeutic antibody Herceptin has

been used very sucessfully in the therapy of cancer. The effect of this therapeutic antibody is

not yet fully understood, but several modes of action are discussed, e.g. the activation of the

ADCC pathway, a cell cytotoxic effect, and a decrease in cell growth [4;5;15;33]. It was also

described that the specific binding of this antibody and its effects depend on the amount of

antigen overexpressed. For this reason we used a cell line expressing high amounts of ErbB2

(SK-BR3)[5;14] and MCF 7, a cell line expressing moderate levels of ErbB2 [5]. As read out

system for transduction GFP or β-galactosidases expression was used.
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The cell-type specificity of gene transfer could be demonstrated, because expression of either

GFP or β-galactosidase could only be observed in cells overexpressing the ErbB2-receptor.

Cells that do not overexpress ErbB2-receptor could not be transduced. The cell-type specific

transduction depends on the antibody coupled to VLPs of VP1-Z and is not provoked by any

cell binding ability from the VP1 part of the fusion protein. Only if the ternary complex of

VP1-Z, Herceptin and DNA was used functional gene transfer could occur. Best results were

obtained with a coupling rate of at least 36 antibodies per VLP, resulting in a transduction rate

of 0.45%.

However the transduction of antigen presenting cells is dependent on the use of chloroquine

so far. The natural route of cellular uptake of wt polyomavirus occurs presuambly via

caveolae [27], for which polyoma is adapted. In our system the internalization is mediated by

receptor mediated endocytosis of ErbB2-receptor, the target of the tumor-specific antibody

used for cell recognition [14]. Thus particles end up in endosomes. It has not yet been

described that VP1 or the complete murine polyomavirus utilizes mechanisms for the release

from endosomes into the cytosol or requires the low pH in the lysosomes to escape.

Therefore, the presence of the lysomotropic agent chloroquine was essential to prove

functional gene transfer via the antibody coupled on VLPs of VP1-Z. This clearly indicates

that, after establishing cell-type specificity of gene transfer the next step in developing

polyoma VLPs as vector system is the further modification of these VLPs in order to ensure

the release of the vector from endosomes biochemically.

The necessity of binding of only 36 antibodies to the VLPs for cell specific targeting provides

a wide range of possibilities for further applications. One could imagine that the binding of

different cell-type specific antibodies at the same time on the surface of VLPs may result in a

highly selective targeting of cells, an effect reported for an immunotoxin containing two

different antibody fragments [30]. Also the use of VP1-Z in a modular context is possible.

Because only 36 antibodies are required for efficient gene transfer, it is conceivable to
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assemble VLPs from VP1-Z and other VP1 derivatives, e.g. VP1E8C [40]. This would allow

the additional presentation of peptides and proteins other than antibodies with functions

necessary for the intracellular trafficking of the vector system, thus further improving the

transduction efficiency of polyoma VLPs.

In summary, the insertion of an IgG binding domain in the HI-loop of VP1 leads to a cell-type

specific transduction system, depending on the binding of the appropriate antibody. Because

of a rapid development of new humanized antibodies and the increasing knowledge about

cell-type specific antigens, this system can easily be adapted to different applications. Not

only the cell-type specific gene transfer but also its modular design that allows a change in

tropism just by replacing the antibody used, offers a wide range of applications. The in vitro

assembly of polyoma VLPs should allow the combination of different VP1 variants in one

particle. In this modular design VP1-Z could serve as docking module for cell-type specific

antibodies whereas other VP1 variants, e.g. VP1E8C [40], might be used for coupling of

peptides and proteins with other functions such as disruption of endosomes and reduction of

immunogenicity of polyoma VP1.
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Figure Legends

Figure 1: Binding of plasmid DNA to VLPs of VP1-Z.

DNA binding was analyzed using analytical ultracentrifugation at 10,000 rpm. The samples

were incubated at 20°C for 20 minutes before starting the measurements. Scans were taken

every 10 minutes (displayed every 20 min.). The concentration of the plasmid pELI92 and

VLPs of VP1-Z was 2.8 nM and 11.2 nM, respectively.

A: Sedimentation of plasmid pELI92.

B: Sedimentation of VLPs of VP1-Z without DNA.

C: Sedimentation of the complex, formed with a 4-fold molar excess of VLPs of VP1-Z over

plasmid DNA.

Figure 2: Fluorescence microscopy of MCF 7 cells expressing eGFP

MCF 7 cells, grown on coverslips, were transduced with 5 µg VLPs of VP1-Z, and a molar

ratio of 1 molecule Herceptin per VP1-Z pentamer and 1 plasmid encoding eGFP per VLP of

VP1-Z. Coverslips were prepared 72 hours after transduction. Cells were fixed with PFA and

mounted in Mowiol/DABCO.

A: Transmission view of cells at 200-fold magnification. The detail of the slide shows MCF 7

cells after transduction.

 B: Fluorescence view of the same detail and same magnification as in figure A.

Figure 3: β-galactosidase expression after transduction of ErbB2-receptor overexpressing

cells.

A: MCF 7 cells were transduced with the plasmid pELI92 encoding the β-galactosidase gene.

For transduction, 10 µg VLPs of VP1-Z loaded with approx. 90 molecules of the monoclonal

antibody (mab) Herceptin and 1 plasmid molecule were used. Enzymatic activity was

measured 72 hours after transduction and subsequent cell lysis. For control, the single
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components of the ternary complex as well as different combinations were used for

transduction. The concentrations used were the same as in the transduction with the ternary

complex. Furthermore, cells were treated only with the buffer, used to replenish the

transduction samples. Also cells were only treated with chloroquine (control cells), without

any other reagent. Measured activities were obtained from at least three independent

experiments.

B: SK-BR3 cells transduced with the β-galactosidase encoding plasmid. The amount of VLPs

of VP1-Z was 5 µg and a coupling rate of 72 monoclonal antibodies (mab) Herceptin per VLP

of VP1-Z and 1 plasmid per VLP of VP1-Z was utilized. The same control experiments as

described for A were performed.

Figure 4: Optimization of the transduction protocol.

Upon the preparation of the vector system, the concentration of VLPs of VP1-Z was kept

constant and the concentrations of Herceptin and plasmid DNA were titrated. Afterwards the

optimal ratios were used to titrate the amount of ternary complex used for transduction. All

transduction experiments were performed using the MCF 7 cell line and were replicated at

least three times.

A: Titration of plasmid DNA over VLPs of VP1-Z

For titration of plasmid DNA, 10 µg of VLPs of VP1-Z and a coupling rate of 90 antibodies

per VLP of VP1-Z was used. The ratio of VLPs of VP1-Z to plasmid DNA is plotted against

the measured β-galactosidase activity.

B: Titration of Herceptin over on VLPs of VP1-Z.

The amount of Herceptin on the surface of VLPs of VP1-Z was titrated using 5 µg of VLPs of

VP1-Z and 1 plasmid per VLP of VP1-Z. The molar ratio of Herceptin to VP1-Z monomer is

plotted against the measured β-galactosidase activity of transduced cells.

C: Optimization of the amount of ternary complex used.
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To determine whether the transduction efficiency is dependent on the amount of the ternary

complex, the optimal ratios of VLP of VP1-Z to Herceptin (1 antibody per pentamer) and

DNA (1 plasmid per VLP of VP1-Z) were used and the overall amount of transduction agent

was titrated. As control, the background activity in cells treated only with chloroquine was

measured.

Figure 5: Cell-type specificity of transduction

Different cell lines were transduced with the ternary complex to analyze the specificity and

efficiency of gene transfer. CHO-AA8-Luc tet-off, NIH/3T3 and HeLaCD4+ are not described

to overexpress the ErbB2-receptor and are therefore the negative control for the cell-type

specific gene transfer. MCF7 is the cell line used in the prior experiments. Transduction was

carried out under optimal conditions with 5 µg VLPs of VP1-Z, a coupling rate of 72

antibodies Herceptin per VLP of VP1-Z, and 1 plasmid molecule per VLP in the presence of

chloroquine. The β-galactosidase expression was analyzed in comparison to cells untreated or

cells treated with the plasmid only.
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Figure 1
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Figure 2



106 Veröffentlichungen

Figure 3A
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Figure 3B
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Figure 4A
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Figure 4B
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Figure 4C
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Figure 5
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Abstract

Application of delivery systems in cancer therapy is restricted as a result of the lack of cell

specificity of the respective vectors. Recently, we described a vector system based on virus

like particles of modified polyoma-VP1. These particles were able to specifically bind a

tumor-specific antibody fragment, thus directing the vector system towards tumor cells. Here

we analyzed the functional gene transfer using the VP1 variant VP1-E8C, coupled with the

antibody fragment of the tumor-specific antibody B3. The specific targeting of the antigen

presenting cells was highly efficient as determined by fluorescence microscopy. However,

only a low percentage of these cells showed a functional gene transfer. This discrepancy could

be accounted for by a rather low capacity of the virus like particles to transport DNA and the

mechanism of their internalization by the target cells, which led to a lysosomal degradation of

the particles. These limitations could be partially surmounted in cell culture experiments,

principles suitable for approaching an application of this vector system in vivo are discussed.

Key words: virus like particle, polyoma, polyionic peptides, targeting, gene transfer,

endosome, Fv fragment
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Introduction

Targeting to tumor specific antigens is a powerful approach to obtain efficient therapeutics in

cancer gene therapy. The basic vector systems that have been used so far, such as adenovirus,

AAV, and retroviruses (Robbins et al., 1998) do not show intrinsic cell type specificity.

However, several attempts have been put forward to generate cell specific vector systems.

One approach is based on the fusion of tumor specific antibody fragments to the surface of

viral vectors which were in most cases retroviruses (Engelstadter et al., 2000; Jiang et al.,

1998; Konishi et al., 1998). Furthermore, cell type specific targeting of vector systems

dependent on proteins and peptides others than antibodies has been developed (Nguyen et al.,

1998; Schnierle et al., 1997; Johnson et al., 1997).

In contrast to directly displaying cell specific ligands on the surface of viral vector systems,

another strategy is the insertion of docking modules in the viral vectors. This would ensure

that a once modified and characterized basic vector can be used in several different

applications. As one docking module an immunoglobulin binding domain from S. aureus,

protein ZZ, was inserted in the viral coat protein of Sindbis virus and retroviruses. Binding of

a cell specific antibody to the modified viruses led to a change in the tropism towards the

target cells of the respective antibody (Ohno and Meruelo, 1997; Ohno et al., 1997; Morizono

et al., 2001). This approach was further transfered to virus like particles (VLPs) of the

polyoma VP1 coat protein (Gleiter and Lilie, 2001).

Recently, we established another docking principle for coupling antibody fragments to VLPs

and, thus, created a cell type specific vector system, based on VLPs of a variant of polyoma

VP1 (Stubenrauch et al., 2001). This major coat protein of the murine polyoma virus was

previously shown to assemble to VLPs in vitro (Salunke et al., 1986, 1989). The VLPs can

package DNA and deliver it into cells both in cell culture and in vivo (Forstova et al., 1995,

Soeda et al., 1998, Krauzewicz et al., 2000). Using wtVP1 the cell targeting is mediated by

the binding activity of VP1 to sialic acid derivatives residing on cell surfaces of mammalian
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cells (Freund et al., 1991). The crystal structure of VP1 revealed that the sialic acid binding

site is located in a cleft beneath the HI-loop of the beta-sheeted protein (Stehle et al., 1994;

Stehle and Harrison, 1996). The modification of this HI-loop by inserting another protein or a

peptide sequence blocked the natural sialic acid binding completely (Gleiter et al., 1999,

Gleiter and Lilie, 2001; Stubenrauch et al., 2001). If the inserted peptide consists of eight

glutamic acid residues and one cysteine it enables the coupling of a tumor specific antibody

Fv fragment, fused to a Arg8Cys-peptide, to the VLPs. This antibody-decorated VLPs could

be used as cell type specific gene delivery system (Stubenrauch et al., 2001).

Here, we used this antibody-decorated VLPs to analyze different steps of the transfection

reaction. The analysis led to the identification of reactions limiting the efficacy of

transfection. Based on this knowledge we were able to substantially improve the transfection

efficiency of this vector system in cell culture.
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 Methods

Production of polyoma VLPs in vitro

Recently, we engineered a mutant of polyoma VP1 with a peptide, containing eight glutamic

acid residues and one cysteine, inserted in the HI-loop (VP1-E8C) (Stubenrauch et al., 2000).

After expression of VP1-E8C in its native pentameric form in E. coli the purification scheme

consists of a fractionated ammonium sulfate precipitation followed by anion exchange and

size exclusion chromatography (Stubenrauch et al., 2000). For assembly of VLPs, VP1-E8C

was dialyzed for two days at 20°C against 0.02 M Tris, pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM CaCl2,

0.75 M ammonium sulfate, upon which VLPs form spontaneously (Salunke et al., 1986,

1989). Subsequently, VLPs were purified by size exclusion chromatography on a Superdex

200 prep grade column  (Pharmacia, vol. 120 ml, flow rate 1ml/min) equilibrated with 0.02 M

Tris, pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM CaCl2.

Preparation of recombinant dsFv-B3-R8C antibody fragment

For cell type specific targeting of the VLPs an Fv fragment of the tumor specific antibody B3

was chosen. This Fv fragment is stabilized by an engineered interchain disulfide bond

(Brinkmann et al., 1993). The VH-domain, modified at the C-terminus by introduction of  a

sequence encoding the peptide Arg8CysPro, and VL-domain were expressed separately in

E.coli and isolated as inclusion bodies (ib´s) (Rudolph et al., 1997). Ib´s were refolded to

dsFv-B3-R8C and purified as described (Stubenrauch et al., 2001).

Decoration of the VLPs of VP1-E8C with the antibody fragment dsFv-B3-R8C

The association of dsFv-B3-R8C and VLPs of VP1-E8C was performed in 0.02 M Tris, pH

7.4, 200 mM NaCl, 5% glycerol, 1 mM CaCl2, 1.6 mM GSSG and 0.4 mM GSH at protein

concentrations of 40 µg/ml dsFv-B3-R8C and 0.3 mg/ml VP1-E8C VLPs. After 5 h coupling

at 10°C the reaction mixtures were applied to a size exclusion column as described for
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unconjugated VLPs. The coupling reaction led to a decoration of the VLPs with 30-40

antibody fragments statistically (Stubenrauch et al., 2001).

DNA –association/packaging in VLPs

The packaging of DNA into VLPs was performed by incubating ca. 2 nM plasmid DNA

pELI92, encoding the bacterial β-galactosidase (Yerushalmi et al., 2000), or pEGFP, a GFP

expression plasmid (Clontech) with 10 nM VLPs at room temperature for at least 1 h. Tight

DNA binding/packaging was determined either by analytical ultracentrifugation or a gel shift

assay. Analytical ultracentrifugation experiments were performed in an analytical

ultracentrifuge Optima XL-A, using an An50Ti rotor and double sector cells. The samples

were analyzed at 20°C and a rotor speed of 10 000 rpm. Every 10 min the sedimentation of

DNA and VLPs were monitored at a wavelength of 260 nm, respectively.

The gel shift assay was performed using 1% agarose gels in 20 mM Tris/acetate buffer, pH

7.4. 800 ng DNA of a 1 kb-molecular weight marker (Gibco BRL) was incubated with 10 µg

VLPs for 1 h at room temperature under different buffer conditions and subsequently loaded

on the gel.

Cell culture experiments

MCF7 (breast carcinoma), which express the oligosaccharide Lewis Y, the antigen recognized

by dsFv-B3-R8C on their surface, were grown as monolayers on cover slips in 6-well plates

in RPMI 1640 (ICN) supplemented with 10% FBS, 0.5 % Gentamicin, and 1 % Glutamax.

The Lewis Y-negative cell line HT-29  was cultured in DMEM/high glucose (Gibco BRL)

supplemented with 10% FBS, 0.5 % Gentamicin, and 1 % Glutamax. All cultures were

maintained in a humidified atmosphere of 5 % CO2 in air at 37°C.

For analysis of transfected cells, the cells were preserved. To this end the cells were washed

two times with 2 ml PBS and then fixed with 1.5 ml 3 % paraformaldehyde for 30 min.
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Subsequently, the cells were again washed with PBS and the excess paraformaldehyde

inactivated by adding of 2 ml 80 mM glycine, pH 8 (dissolved in PBS) for 10 min.

Afterwards the glycine was removed by two additional washing steps with PBS and the cell

preparation was sealed in Mowiol 4-88 containing 0.2 % DABCO.

Cell type specific targeting

Cell type specific targeting of VLPs of VP1-E8C either coupled with dsFv-B3-R8C or not

was analyzed using fluorescent labeled VLPs. To this end the particles were labeled with the

fluorescence dye Texas Red according to the manufacturer’s protocol (Molecular Probes).

The concentrations of VLPs and Texas Red were adjusted to ensure a coupling rate of one

Texas Red molecule per VP1 pentamer. After labeling non-bound dye was removed by

extensive dialysis against 20 mM Tris, pH 7.4, 200 mM NaCl, 5 % glycerol, 1 mM CaCl2 at

4°C.

The fluorescent labeled VLPs (0.5 – 10 µg/ml) were added to the cells and incubated in ice

cold medium for 1 h. Then the temperature was shifted to 37°C and the samples incubated for

another hour. Afterwards the cells were preserved and cell targeting of the VLPs analyzed by

fluorescence microscopy using a Zeiss fluorescence microscope Axiovert 100M or a Zeiss

laser scanning microscope Axiovert 100M, equipped with a He/Ne laser.

Cellular uptake of VLPs

To analyze the mechanism of internalisation of dsFv-B3-R8C-coupled VLPs, phagocytosis

was blocked by addition of the drug chlorpromacine. Cells were preincubated with

chlorpromacine at a concentration of 50 µM for 1 h at 37°C. Subsequently, Texas Red labeled

VLPs of VP1-E8C/dsFv-B3-R8C were added to a final amount of 1.4 µg. After incubating the

cells 60 min at 37°C the cells were preserved and analyzed by fluorescence microscopy.

In another approach co-localization of VLPs with transferrin was monitored. To this end MCF
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7 cells, maintained in ice cold medium, were incubated with 1.4 µg Texas Red labelled VLPs

of VP1-E8C/dsFv-B3-R8C and 40 µg Oregon Green labelled transferrin (labelling in borate

buffer, pH 8, 200 mM NaCl according to the manufacturers protocol (Molecular Probes)).

After 10 min incubation at 37°C the cells were washed with PBS and preserved. Co-

localization was analysed by laser scanning fluorescence microscopy. The excitation

wavelength was set to 543 nm to visualize the VLPs (emission 560 nm) and 488 nm for

transferrin (emission 505 nm), respectively. VLPs are shown in red, transferrin in green. Co-

localization of both proteins resulted in yellow staining.

Gene transfer

MCF 7 and HT 29 cells were grown in 6-well plates to a confluency of 40 –50 %. Then the

medium was removed and the cells were overlaid with 2 ml PBS, pH 5. After addition of the

transfection reagent the cells were incubated for 30 min at 37°C. Subsequently, the solution

was removed and 2 ml fresh medium was added to the cells. After an additional incubation of

1 h at 37°C the medium was changed and chloroquine was added to a final concentration of

50 µM. MCF 7 was incubated in the chloroquine containing medium for 2 days. In case of HT

29, the cells were supplemented with fresh medium after 12 h. GFP expression was analysed

by fluorescence microscopy 60-70 h post transfection.



Veröffentlichungen 127

Results

Coupling of antibody fragments to VLPs of modified polyoma VP1-E8C led to a cell type

specific gene transfer in target cells (Stubenrauch et al., 2001). However, the efficacy of

functional gene transfer was rather low, which was surprising, since this vector system

contained a specific cell binding activity. To analyze the reasons for the limited transfection

rate and to functionally optimize the VP1-E8C-based vector system, we experimentally

addressed different steps that might confine an efficient gene transfer: (i) the capacity of DNA

transportation, (ii) the efficiency of antibody-mediated cell targeting, and (iii) subcellular

localization of the internalized particles.

Interaction of VP1-E8C with DNA

VLPs of wtVP1 have been shown previously to associate in vitro with plasmid DNA

(Forstova et al., 1995; Soeda et al., 1998; Krauzewicz et al., 2000) and linear DNA fragments

(Henke et al., 2000). This capability of wtVP1 to interact and package DNA could be

compromised in case of the mutant VP1-E8C due to the high density of negative charges on

its VLPs and a resulting electrostatic repulsion of VLPs and DNA. To quantitatively analyze

the interaction of VP1-E8C and plasmid DNA we used analytical ultracentrifugation. As

shown in Fig. 1 the sedimentation velocity of purified VLPs was much higher than that of

isolated plasmid DNA. Under conditions suitable for wtVP1 to associate with DNA, the

sedimentation of VLPs of VP1-E8C and DNA led to a complete separation of both

components (Fig. 1C); the analysis of the respective amplitudes clearly indicated that a stable

complex was not formed. This lack of complex formation was observed even at a fivefold

molar excess of VLPs over DNA. The only detectable effect was a slight increase in the

sedimentation velocity of the DNA in the presence of VLPs compared to that of isolated DNA

(Fig. 1A,C). This might indicate a very weak interaction of DNA and VLPs without a stable

complex being formed.
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The observed lack of VP1-E8C in binding DNA is presumably due to electrostatic repulsion

of both components and interfere with a functional gene transfer via these VLPs in cell

culture. Therefore, we changed the conditions for VLP/DNA interaction by lowering the pH.

In case of wtVP1 it has been shown that packaging of short DNA fragments is about two

times more efficient at pH 5 than at pH 7 (Henke et al., 2000). Furthermore, at pH 5 a fraction

of the glutamic acid residues of VP1-E8C should be titrated, thus leading to a decreased

electrostatic repulsion. The DNA binding capacity of VP1-E8C under these conditions,

analysed by analytical ultracentrifugation, is shown in Fig. 1E. As could be quantified by the

amplitude of the differently sedimenting species about 40 % of the plasmid DNA was bound

to VP1-E8C at pH 5. The binding of DNA led to the formation of particles inhomogeneous in

size, resulting in a less cooperative sedimentation behavior.

The complex formation of VP1-E8C and DNA was confirmed using a gel shift assay. In this

case, DNA fragments of different length were used (Fig. 2). The incubation of DNA with

VLPs of VP1-E8C at pH 5 led to a significant reduction of DNA, stained in the gel. Instead

some DNA remained in the slot indicating binding to the VLPs with a diameter of 50 nm. At

pH 7 this effect was far less pronounced. Besides the importance of the pH for DNA binding

from these data it could be concluded that VLPs of VP1-E8C did not exhibit any preferences

in binding DNA of a certain length.

These results suggest that one reason for the low efficacy of gene transfer using the VP1-

E8C-based vector system is its very limited interaction with recombinant DNA. However, the

pH shift upon complex formation of VP1-E8C and DNA should partially overcome this

limitation.

Cellular targeting of VLPs of VP1-E8C via the antibody fragment dsFv-B3-R8C

The antibody fragment dsFv-B3-R8C, directed against the tumor specific antigen Lewis Y,

has been used for the construction of immunotoxins, previously (Brinkmann et al., 1991;
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1993). However, the tumor specific dsFv-B3-R8C only possesses a low affinity to its antigen

with a dissociation constant of the complex in the millimolar range. In order to test whether

this low affinity results in an inefficient cell targeting of dsFv-B3-R8C-coupled VLPs,

fluorescent labelled VP1-E8C was utilized. If the particles, not presenting dsFv-B3-R8C on

their surface, were incubated with the Lewis Y positive cell line MCF 7, virtually no cell-

associated fluorescence could be observed (data not shown). In contrast, with dsFv-B3-R8C

coupled to the VLPs almost every cell was highly fluorescent, indicating a high efficiency in

targeting the particles to the cells via the antibody/antigen interaction (Fig. 3). Despite the low

affinity of dsFv-B3-R8C to its antigen this high targeting efficiency might depend on

coupling of not only one antibody fragment to a VLP but about 30 fragments (Stubenrauch et

al., 2001) which increases the affinity substantially. If the antigen Lewis Y was not present on

the cell surface as in case of the control cell lines HT 29, SKBR-3 and HeLa, targeting could

not be observed, neither for dsFv-B3-R8C coupled nor uncoupled VLPs (data not shown).

Thus, specificity and efficacy of targeting of the dsFv-B3-R8C decorated VLPs were not

limiting for gene transfer.

The cellular targeting of VLPs of VP1-E8C via dsFv-B3-R8C to MCF 7 did not only lead to

adhesion of the particles to the outer surface of the cells, but also an internalisation of VLPs

was observed. As shown in Fig. 3C intracellularly localized fluorescent spots could be

detected that resemble vesicular structures (see below). The kinetic of internalisation was

finished in a time range of about 60 min, as estimated by the decrease of the cell membrane-

associated fluorescence (data not shown). The intracellularly located fluorescence remained

stably vesicle-associated over several hours.

dsFv-B3-R8C mediated internalisation of VLPs via the phagocytotic pathway

The intracellularly localized fluorescent spots already suggested the cellular uptake of the

VLPs in vesicles. Whether these vesicles belong to the receptor-mediated phagocytotic
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pathway was analyzed by colocalization experiments with transferrin. If MCF 7 cells were

incubated with fluorescent labelled transferrin and dsFv-B3-R8C-coupled VLPs the

internalisation and subcellular localization of both components could be observed. Using

different fluorescence labels for transferrin and VLPs, respectively, a colocalization of both

proteins could be proven (Fig. 4). After 10 min incubation of the cells at 37°C in the presence

of both proteins, most of the proteins were colocalized on the cell surface. However, a

significant fraction of the proteins did also colocalize intracellularly.

Since the transferrin receptor is part of the coated pits on the cell surface and transferrin is

only localized in endocytotic vesicles during its metabolic pathway, this result strongly

indicates that also VLPs of VP1-E8C coupled with dsFv-B3-R8C were internalised via

receptor-mediated phagocytosis and clathrin-coated vesicles.

The suggestion that dsFv-B3-R8C-mediated internalisation of VLPs occurred via receptor-

mediated phagocytosis was confirmed by suppressing phagocytosis with the drug

chlorpromacine. This drug specifically inhibits the formation of clathrin-coated vesicles, thus

blocking the initial step of the receptor-mediated phagocytosis (Wang et al., 1993). In the

presence of 50 µM chlorpromacine, the uptake of VLPs was substantially inhibited (data not

shown). The targeting, however, as estimated from the cell-surface associated fluorescence,

seemed to be as efficient as in the absence of the drug. These results strongly suggest that

dsFv-B3-R8C decorated VLPs were internalised into cells via the clathrin-dependent

endocytotic pathway. Furthermore, the long persistence of the intracellularly fluorescent

stained vesicles suggests that after internalisation the predominant fraction of VLPs did not

enter the cytosol but remained in the endosomes and were subsequently degraded in the

lysosomes. Thus, the failure in intracellular trafficking of the VLPs due to the lack of

endosomal release probably represents another limiting step in the functional gene transfer

based on this vector system.
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Functional gene transfer mediated by dsFv-B3-R8C coupled VLPs

With the very limited DNA binding of VLPs and their persistence in endosomes after cellular

uptake, two steps were identified that might cause the low efficiency in functional gene

transfer using these VLPs. In order to test this hypothesis transfection experiments using MCF

7 cells were performed. For these experiments a GFP encoding plasmid was loaded on the

VLPs at pH 5, allowing ca. 40% of DNA being bound to the VLPs (cf. Fig. 1). Furthermore,

the cells were transfected in the presence of 50 µM chloroquine. This drug functionally

destroys endosomes, thus leading to a partial release of endosomal encapsulated material.

Using this strategy to at least partially overcome the identified limitations of the overall

reaction, transfection of MCF 7 cells could be demonstrated unequivocally (Fig. 5).

Quantification by FACS analysis yielded a transfection rate of 0.12 +/- 0.02 %. This observed

transfection efficacy is similar to that of VLPs of wtVP1 which was decsribed to be in the

range of 0.1 – 0.5 % (Krauzewicz et al., 2000a,b). In contrast, if the transfection of MCF 7

cells was performed either in the absence of chloroquine or with DNA bound to VLPs at pH 7

instead of pH 5, no GFP expression could be observed at all (data not shown). Similarly,

VLPs that did not present dsFv-B3-R8C on the surface could not transfect cells even under

optimum conditions. This indicates that the observed GFP expression is the result of a

specific transfection reaction. Thus, the characterized limitations of the VLPs in binding DNA

and their persistence in endosomes after cellular uptake are responsible for the low efficiency

in functional gene transfer. Bypassing these limitations led to a significant increase in

transfection. However, the overall transfection rate still proved to be low indicating that

additional limiting steps remained unresolved.
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Discussion

Various attempts have been made in the last few years to develop cell-type specific delivery

systems for application in gene therapy. These delivery systems are mainly based on different

viruses, such as Adenovirus, AAV, and retroviruses. Whereas Adenovirus and AAV are

predominantly used in cell-type unspecific therapeutic approaches, several attempts have been

put forward to generate cell-type specific retroviruses. To this end, cell specific scFv

fragments were fused to the coat protein of retroviruses (Engelstadter et al., 2000; Jiang et al.,

1998; Konishi et al., 1998). In another approach the antibody binding domain protein ZZ was

inserted into a viral coat protein, thus allowing binding of cell-type specific antibodies to this

modified virus (Ohno et al., 1997, Ohno and Meruelo, 1997, Morizono et al., 2001).

Recently, we established a cell-type specific gene transfer using VLPs of a modified polyoma

VP1 coat protein (Stubenrauch et al., 2001). VP1 can be expressed recombinantly in E. coli

and assembled to VLPs in vitro (Leavitt et al., 1985, Salunke et al., 1986). These VLPs

possess a cell-type unspecific gene transfer activity (Forstova et al., 1995, Soeda et al., 1998,

Krauzewicz et al., 2000) due to their affinity to sialic acid derivatives (Freund et al., 1991,

Stehle et al., 1994; Stehle and Harrison, 1996), present on almost all eucaryotic cells. In order

to switch the tropism of polyoma VLPs from a cell-type unspecific targeting to a cell-type

specific targeting, (i) the natural tropism has to be diminished and (ii) a new targeting

function has to be established. We constructed two different variants of VP1, in which the

solvent exposed HI-loop was mutated. Alterations of this loop, which is located directly

above the sialic acid binding site of VP1, abolished binding of VP1 to this sugar and thus the

cell-type unspecific targeting. In a first approach, we inserted the antibody binding domain

protein Z in the HI-loop of VP1. Similar to the presentation of protein ZZ on the surface of

modified Sindbis virus and retrovirus (Ohno et al., 1997, Meruelo and Ohno, 1997, Morizono

et al., 2001), this variant, VP1-Z, allowed coupling of tumor-specific antibodies on the surface

of the VLPs, thus enabling a cell-type specific targeting and gene transfer (Gleiter et al.,
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2001). The other variant of VP1, called VP1-E8C, made use of the polyionic peptide Glu8Cys,

inserted in the HI-loop (Stubenrauch et al., 2000, 2001). This peptide served as docking

module for coupling an antibody fragment containing the complementary charged peptide

Arg8Cys. These polyionic fusion peptides can function as highly specific dimerization motifs

for construction of artificial bifunctional proteins (Richter et al., 2001). VLPs of VP1-E8C,

coupled with the tumor-specific antibody fragment dsFv-B3-R8C, could also be used for a

cell-type specific gene transfer (Stubenrauch et al., 2001). The efficiency of transfection,

however, was very low. In this study we analyzed three different aspects of the overall

transfection process in order to identify limiting reactions. As could be shown by fluorescence

labeling the targeting of VLPs coupled with dsFv-B3-R8C to antigen presenting cells was

very efficient. Furthermore, the particles were internalized by the clathrin-dependent

endocytotic pathway. This is in accordance with data on dsFv-B3-R8C-containing

immunotoxins. These chimeric proteins consisting of dsFv-B3-R8C and a fragment of the

pseudomonas exotoxin, PE38, are also targeted to tumor cells by the antibody fragment and

then internalized via the endocytotic pathway (Brinkmann and Pastan, 1994, Kreitman, 1999).

Whereas these immunotoxins are released from the endosomes as a result of the molecular

function of the toxin (Brinkmann and Pastan., 1994), no such mechanism is known for the

polyoma-VLPs. Instead, polyomavirus as well as VLPs of VP1 are internalized via caveolae

(Richterova et al., 2001). Thus, VLPs of VP1-E8C are not adapted to surmount the endosomal

membrane and hence persisted in endosomes and are finally degraded in lysosomes without

achieving a functional transfection of the respective cells. In addition the capacity of VLPs of

VP1-E8C to package/transport DNA is quite low. VLPs of wtVP1 are known to tightly

associate with plasmid DNA either by incubating the VLPs directly with DNA or by using a

osmotic shock procedure (Barr et al., 1979). However, these methods presumably do not lead

to an incorporation of plasmid DNA into the VLPs but to a tight binding of DNA on the

surface of the VLPs. Since the surface of the VLPs of VP1-E8C possesses a high density of
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negatively charged residues the electrostatic repulsion of VLPs and DNA prevents an efficient

DNA binding.

Taken together we characterized the mechanism of internalization of VLPs of VP1-E8C

coupled with dsFv-B3-R8C. In contrast to VLPs of wtVP1 the mutant form is internalized by

the respective antigen exposing cells depending on the metabolism of the antigen, in this case

the dsFv-B3-R8C mediated targeting leads to a chlatrin-dependent endocytosis of the VLPs

and furtheron a degradation of these particles in lysosomes. Together with the low capacity of

these VLPs to transport DNA, these are major reasons for the low transfection efficiency of

cells using VP1-E8C. These results are very important for designing the next generation of

vector systems based on VP1-E8C. The lysosomal degradation of the VLPs may be obviated

by establishing an endosomal release mechanism. Intracellular parasites, such as Listheria,

possess a lipase that degrades the endosomal membrane of the host cell. This lipase, fused to a

polyionic peptide as shown for dsFv-B3-R8C, may be coupled to the VLPs, thus enabling the

release of the VLPs from the endosomes after cellular uptake. Furthermore, the DNA as

therapeutic should not be associated with the vector system after forming the VLPs but should

be bound to the capsomers in vitro before the assembly takes place. This is even more

reasonable because VP1 exhibit a DNA binding site at its N-terminus, which is located inside

the VLPs after assembly. Since the assembly is prohibited by the presence of long DNA

fragments (Moreland et al., 1991), therapeutic nucleic acids, transported with these VLPs

should consist of short functional fragments such as ribozymes, DNAzymes or RNAi. These

two approaches, deduced from the results of this study, should permit the development of

modified polyomaVLPs as valuable vector system for cell-type specific gene therapy.
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Figure legends

Fig.1: DNA binding to VLPs of VP1-E8C

The plasmid pELI92 at a concentration of 2 nM was incubated with 10 nM VLPs of VP1-E8C

for at least 1 h at 25°C. The reaction was performed in either 20 mM Tris, pH 7.4, 200 mM

NaCl, 1 mM CaCl2, 5 % glycerol or 10 mM Na-acetate, pH 5, 150 mM NaCl, 1mM CaCl2, 5

% glycerol. The samples were analysed by analytical ultracentrifugation at 10 000 rpm and

260 nm. Radial scans were taken every 10 min (displayed every 20 min).

A) DNA in the absence of VLPs at pH 7.4

B) VLPs in the absence of VLPs at pH 7.4

C) DNA and VLPs at pH 7.4

D) DNA and VLPs at pH 5

Fig. 2:

DNA of different length (0.8 µg) was incubated with 10 µg VLPs for 1 h at 25°C. The DNA-

protein interaction was analysed by a gel shift assay using a 1 % agarose gel in 40 mM Tris,

20 mM acetate, pH 7.4. The DNA was stained with ethidium bromide. Lane M, 0.8 µg DNA;

lane 1, DNA plus VLPs of VP1-E8C at pH 5, lane 2, DNA plus VLPs of VP1-E8C at pH 7.4;

lane 3, DNA plus VLPs of wtVP1 at pH 7.4.

Fig. 3: Targeting of VLPs of VP1-E8C/dsFv-B3-R8C to MCF 7 cells

MCF 7 cells, grown on cover slips, were incubated with 1.4 µg Texas Red labelled VP1-

E8C/dsFv-B3-R8C for 1 h at 37°C. Afterwards the cells were extensively washed and

preserved.

A) Fluorescence view of cells at 200fold magnification.

B) Transmission view of the same detail as in A.

C) Color-coded picture of a 3D-image of a cell cluster.
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Fig. 4: Co-localization of VLPs of VP1-E8C/dsFv-B3-R8C and transferrin.

MCF 7 cells were incubated for 20 min at 37°C with both 1.4 µg Texas Red labelled VLPs of

VP1-E8C/dsFv-B3-R8C and 40 µg Oregon Green labelled transferrin. Afterwards the cells

were preserved and analysed by fluorescence microscopy. VLP staining is shown in red,

transferrin in green. Co-localization results in yellow staining. Individual spots, marked by an

arrow, were shown to be located inside the cells by laser scanning microscopy.

Fig. 5: Transfection of MCF 7

MCF 7 cells were incubated with 25 µg VP1-E8C/dsFv-B3-R8C, loaded with 5 µg plasmid

pEGFP, for 30 min in medium, pH 5. Subsequently, the solution was removed and fresh

medium, containing 50 µM chloroquine was added. After 48 h incubation the medium was

replenished by fresh medium without chloroquine and the cells were further incubated for

12h.

A) Transmission view at 200fold magnification.

B) Fluorescence view of the same detail.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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