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1 Einleitung

Die Gentherapie versucht Erkrankungen durch Einbringung genetischer Informationen in

spezifische Zellen eines Patienten zu behandeln. Damit wird das klassische Heilungs-

konzept des „Mensch wird krank, erhält Medikament, wird gesund“ zum „Mensch wird

krank, erhält Gen, wird gesund“ umgedacht. Die Idee, Krankheiten mittels Korrektur von

defekter Gene zu therapieren, wurde bereits 1971 von W. French Anderson und Marshall

Nirenberg aufgebracht. Nach einem langjährigen Moratorium, welches zum einen der Era-

beitung eines Evaluations- und Kontrollsystems diente, zum anderen die Erforschung von

Vektorsystemen mit ausreichenden Sicherheitskriterien für die Anwendung am Menschen

ermöglichte, wurde der erste gentherapeutische Eingriff 1990 zur Behandlung der Adeno-

sindesaminase (ADA)-Defizienz vorgenommen (Anderson 1992). Bis heute wurden über

390 gentherapeutische Protokolle genehmigt (Stand: August 2000), davon circa 200 Studi-

en begonnen, wobei mehr als 2500 Patienten beteiligt waren (Human Gene Therapy Editor

2000). Während die Behandlung klassischer monogenetischer Erbkrankheiten wie etwa der

Cystischen Fibrose, ADA-Defizienz, familiären Hypercholesterinämie (FH) und Hämophi-

lie weniger als ein Zehntel der eingeleiteten klinischen Studien ausmacht, dienen mehr als

zwei Drittel aller Gentherapie-Ansätze zur Behandlung von Krebs. Die eingesetzten Strate-

gien beruhen auf einer selektiven Zerstörung von Tumorzellen, indem die tumorspezifische

Immunantwort verstärkt oder toxische Metabolite in den Tumorzellen (Suizidgentherapie)

erzeugt werden.

Definitive Erfolge beim Einsatz gentherapeutischer Strategien wurden dabei erst vor

kurzem vermeldet: mittels adeno-assoziierten Viren (AAV) konnte bei Hämophilie B-

Patienten der für die Blutgerinnung wichtige Faktor IX dauerhaft stabil in körpereigene

Skelettmuskelzellen eingebracht werden (Kay et al. 2000); weiterhin wurden zwei Patien-

ten mit der schweren Immundefizienz SCID-X1 mittels retroviraler Vektoren erfolgreich

behandelt (Cavazzana et al. 2000).

Kurz zuvor war die Gentherapie als medizinische Einsatzstrategie stark in die Kritik

geraten, als es bei einer klinischen Phase II-Studie der Ornithin-Transcarbamoylase (OTC)-
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Defizienz in Philadelphia, USA, zu einem Todesfall gekommen war. Während eines Dosis-

Eskalierungs-Tests entwickelte der Patient Jesse Gelsinger bei Verwendung der höchsten

Dosis von 3,8x1013 Partikeln eines adenoviralen Vektors eine akute Immunreaktion, so dass

er wenige Tage später an Multi-Organ-Versagen starb (Übersicht in: Marshall 2000). Bei

einer eingehenden Untersuchung des Unglücksfalles stellte sich heraus, dass mehrfach vom

genehmigten Protokoll abgewichen worden war. Als Konsequenz wurde das Dilemma

deutlich, dass die verwendeten adenoviralen Vektoren der ersten Generation wissenschaft-

lich längst nicht mehr dem „Stand der Forschung“ entsprachen, jedoch wegen der aufwän-

digen Genehmigungverfahren der klinischen Studien – wie mehrere Jahre zuvor beantragt –

zum Einsatz kamen. Darüber hinaus war der virale Vektor nicht ausreichend getestet wor-

den, was auf mangelnde Sicherheitsmaßnahmen hinweist.

Größtes Defizit der bisherigen gentherapeutischen Anwendungen bei Patienten ist

die unzureichende Gentransfer-Effizienz in vivo. So wurde selbst bei der höchsten jemals

verwendeten Dosis von 3,8x1013 adenoviralen Vektorpartikeln (Gelsinger-Todesfall) eine

Transduktionsrate von unter 1% der Leberzellen detektiert. Zudem werden die eingebrach-

ten Fremdgene meist nur kurz oder schwach exprimiert. Ein weiterer Nachteil der beste-

henden Verfahren ist darüber hinaus die mangelnde Gewebespezifität der Vektorsysteme,

weshalb bislang ex vivo-Ansätze bevorzugt wurden. Dabei werden dem Patienten die rele-

vanten Zielzellen entnommen, der Gentransfer in vitro vorgenommen und die genetisch

modifizierten Zellen wieder in den Patienten eingebracht. Sollen bestimmte Zellpopula-

tionen in vivo behandelt werden, muss eine größtmögliche Gewebespezifität gewährleistet

sein. Vor allem soll verhindert werden, dass es zu einem unbeabsichtigten Gentransfer in

Keimbahnzellen kommt. Diese Geweberestriktion kann prinzipiell auf drei Ebenen erreicht

werden, was für das Beispiel der Lebergentherapie detailliert diskutiert wurde (Lauer et al.

1998). Bei lokaler Applikation, z.B. über die Arteria hepatica, kann eine limitierte Vertei-

lung des Genvektors erreicht werden. Zudem ist die gezielte Behandlung eines Organs auf

Basis der spezifischen Oberflächenrezeptoren möglich; so können Leberzellen durch die

Wechselwirkung des F-Hüllproteins von Sendai-Virus mit dem Asialoglycoprotein-

Rezeptor (ASGP-R), der ausschließlich in der Leber gebildet wird, spezifisch angesteuert

werden. Kommt es dennoch zur Transduktion von unerwünschten Geweben, kann eine or-

ganspezifische Regulation der Transkription bei Verwendung leberspezifischer Genregula-

tionselemente für eine Limitierung der Expression sorgen. Bisher verwendete Fragmente

aus natürlich vorkommenden Promotoren erwiesen sich als nicht genügend selektiv oder
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zeigten in vivo keine therapeutisch ausreichende Expressionsstärke. In den vergangenen

Jahren wurden jedoch elegante Selektions-Assays entwickelt, in denen synthetische Desi-

gner-Promotoren gezielt auf die jeweiligen Anforderungen des Zielgewebes abgestimmt

werden können (Edelman et al. 2000; Li et al. 1999). Werden beispielsweise in den Pro-

motor- und Enhancer-Bereichen der therapeutischen Gene multimere Bindungsstellen für

Transkriptionsfaktoren verwendet, welche nur in den Zielorganen vorkommen, ist potenzi-

ell eine ausreichend starke und dennoch gewebespezifische Expression möglich

(Wybranietz 1996). Die zentrale Herausforderung der Gentherapie ist somit, sichere Vek-

torsysteme zu entwickeln, welche therapeutische Gene in ausreichendem Maße in die ge-

wünschten Zielzellen hinein transportieren und deren effiziente Expression gewährleisten.

1.1 Gentransfer-Systeme

DNA- und RNA-Viren sind in der Lage, ihr genetisches Material in Fremdzellen effektiv

einzubringen und zu exprimieren. Für den Einsatz in der Gentherapie wurden diese dahin-

gehend verändert, dass sie ohne Fähigkeit zur Replikation insertierte DNA in spezifische

Zielzellen übertragen können. Folglich wurden Viren aller Klassen auf ihre Eignung als

Gentransfer-Systeme untersucht (Übersicht in: Mulligan, 1993; Anderson, 1984), wobei

Retroviren neben Adenoviren bisher am häufigsten als rekombinante Genvektoren einge-

setzt wurden.

1.1.1 Retrovirale Vektoren

Das Moloney Murine Leukemia-Virus (MoMLV), ein Retrovirus, das normalerweise nur

Mäuse infiziert, dient als Grundlage der meisten retroviralen Systeme. In neuerer Zeit sind

jedoch auch lentivirale Vektoren auf Basis des Human Immunodeficiency-Virus (HIV) ent-

wickelt worden (Naldini et al. 1996), die im Gegensatz zu anderen Retroviren auch den

Gentransfer in ruhende, sich nicht aktiv teilende, Zellen erlauben (Gallay et al. 1995 &

1997). Das übertragene genetische Material wird nach Transduktion mit retroviralen Vekto-

ren stabil und effizient in die chromosomale DNA der Wirtszelle eingebaut. Durch Ver-

wendung von Verpackungszelllinien, die neben den Sequenzen für die virale Replikation

alle essenziellen Struktur- und Regulator-Proteine zur Verfügung stellen, ist es möglich,

rekombinante, replikations-defiziente Viren in hohen Konzentrationen ohne Kontamination

von Wildtyp-Virus zu erhalten (Yang et al. 1999; Grignani et al. 1998; Danos & Mulligan,



Einleitung

4

1988). Mit dem Einbau heterologer Hüllproteine („Pseudotypisierung“) kann die Spezifität

für Zielzellen eingeschränkt oder erweitert und der Tropismus retroviraler Gentransfer-

Systeme prinzipiell verändert werden. Wird das ursprüngliche envelope-Gen (env-Gen) des

MoMLV in der Verpackungszelllinie durch das des murinen Retrovirus 4070A oder des G-

Proteins des Vesikulären Stomatitis-Virus (VSV) ersetzt (Burns et al. 1993), lässt sich das

Wirtsspektrum von Mäuse- und Rattenzellen (ecotropes Spektrum) auf andere, auch huma-

ne Säugerzellen erweitern (amphotropes bzw. pantropes Spektrum) und ermöglicht so den

Einsatz in der Gentherapie an Patienten. Andererseits wird durch den Einbau des F-Hüll-

proteins von Sendai-Virus, welches mit dem leberspezifischen Asialoglycoprotein-Rezeptor

(ASGP-R) spezifisch wechselwirkt, ein gewebespezifischer hepatotroper Retrovirus-Vektor

erzeugt (Spiegel et al. 1998).

1.1.2 Adenovirale Vektoren

Adenoviren sind doppelsträngige DNA-Viren mit einem linearen Genom von etwa 36 kb

Länge. Das unbehüllte ikosaedrische Viruscapsid wird von den Proteinen Hexon, Penton

und Fiber aufgebaut. Adenoviren können sowohl proliferierende als auch ruhende Zellen

effektiv infizieren, so dass davon abgeleitete adenovirale Vektoren prinzipiell das größte

Potential für einen in vivo-Einsatz an Patienten bieten. Wildtyp-Adenoviren sind verant-

wortlich für etwa 5-15% aller viral bedingten Erkältungen, so dass mehr als 95% der Be-

völkerung seropositiv für Antikörper gegen adenovirale Proteine sind. Auf Grund dieser

Vorstimulation des Immunsystems mit Bildung von neutralisierenden Antikörpern kann die

Wirksamkeit des Gentransfers grundsätzlich negativ beeinflusst werden (Knowles et al.

1995).

Trotz der vermeintlichen Ungefährlichkeit kann eine Infektion mit Adenoviren – im

Gegensatz zu Retroviren – zur Zell-Lyse führen, so dass auch bei der Entwicklung des ade-

noviralen Vektor-Systems die Propagation in der Wirtszelle verhindert werden musste.

Dies wird erreicht durch Entfernen der adenoviralen E1A-E1B-Region. Stellt man die darin

enthaltenen Gene in trans zur Verfügung, werden replikations-defiziente Adenoviren er-

zeugt (Jones & Shenk 1979). Die bislang in der Gentherapie eingesetzten rekombinanten

Adenoviren basieren auf der E1A-E1B-deletierten Sequenz des humanen Serotyps 5 (Ad5),

welcher nach derzeitigem Wissensstand – im Gegensatz zu anderen adenoviralen Seroty-

pen – keine Transformationen auslöst (Trapnell 1993). Fremd-Gene werden als komplette

Expressions-Kassetten meist in die deletierte E1-Region insertiert (Berkner & Sharp 1984).
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Nach Propagation in E1A-E1B-komplementierenden Zellen wie 293 (Louis et al. 1997;

Aiello et al. 1979; Graham et al. 1977; Graham et al. 1974), 911 (Fallaux et al. 1996) oder

PER-C6 (Fallaux et al. 1998) können infektiöse rekombinante Adenoviren gebildet werden.

Bei E1-Deletion besitzen derartige Vektoren der ersten Generation eine Kodierungs-

kapazität von 5.2 kb, bei zusätzlicher E3-Deletion bis 8.3 kb.

1.1.2.1 Generierung rekombinanter Adenoviren durch homologe

Rekombination

Infektiöse Virus-Partikel werden durch homologe Rekombination zweier nicht-infektiöser

Plasmide mit überlappenden Sequenzen erzeugt (Graham & Prevec 1995; Berkner 1988).

Eines der Plasmide dient als Klonierungsvektor und enthält zusätzlich zur insertierten

Fremd-DNA Ad5-Sequenzen, welche die Transgen-Kassette flankieren. Das andere Re-

kombinations-Plasmid enthält ein vollständiges adenovirales Genom oder Derivate davon:

Vektoren der ersten Generation (pFG140; Ghosh et al. 1986; Graham 1984), zweiten Gene-

ration (pJM17 für Insertionen in E1: McGrory et al. 1988) oder neuester Generationen

(pBHG-Serie: Bett et al. 1994; pTG3602: Chartier et al. 1996; pAdEasy-Serie: He et al.

1998).

Die homologe Rekombination der Plasmide kann nach Co-Transfektion in 293-

Zellen (Haj & Graham, 1986) oder effektiver durch Co-Transformation von rec-positiven

E. coli-Stämmen (Chartier et al. 1996) erfolgen.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl an alternativen Protokollen beschrieben,

in denen wahlweise die homologe Rekombination in E. coli oder Hefen stattfindet, oder

Klonierungen mit Hilfe von Cosmiden, bacterial artificial chromosomes (BACs) oder rare

cutting Intron-kodierten Restriktionsendonukleasen (Mizuguchi & Kay 1998) durchgeführt

werden. Im Wesentlichen stellen diese nur minimale Modifikationen der oben beschriebe-

nen Prinzipien dar, so dass hier nicht eigens darauf eingegangen wird.

Adenovirale Partikel können auf Grund ihrer Stabilität gut gereinigt und aufkonzen-

triert werden, so dass hochtitrige Lösungen für den Gentransfer zur Verfügung stehen.

1.1.2.2 Adenovirus-Rezeptor

Der Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) für Adenoviren ist ubiquitär (Bergelson et al.

1997), weshalb eine Vielzahl von Zelltypen durch adenoviralen Gentransfer effizient trans-

duziert werden kann. Rekombinante Adenoviren werden durch Rezeptor-vermittelte Endo-
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zytose aufgenommen. Durch eine lytische Aktivität können sie dem endosomal-

lysosomalen Kreislauf in der Zelle entkommen und verbleiben episomal im Zellkern, so

dass die Expression mitgeführter Fremd-Gene meist nur transienter Natur ist. Nur in selte-

nen Fällen kommt es zu einer Integration in die Wirts-DNA, so dass Schädigungen durch

Tumorinduktion weitgehend ausgeschlossen werden können. Bei Verwendung von Adeno-

viren im Nagetiermodell wurde ein Leber-Tropismus beschrieben, da eine Injektion von

rekombinanten Adeno-Vektoren in die Schwanzvene von Mäusen und Ratten in einer ho-

hen Genexpression in der Leber resultiert (Huard et al. 1995).

1.1.2.3 Immunantwort auf adenovirale Vektoren

Die Gabe hoher Dosen rekombinanter Viren erzeugt eine inflammatorische Reaktion, die

direkt auf die sog. leaky Expression adenoviraler Proteine zurückzuführen ist (Engelhardt et

al. 1994; Yang et al. 1994). Zusätzlich scheint auf Grund des Antigen-Gedächtnisses des

Immunsystems eine wiederholte Gabe adenoviraler Vektoren nicht sinnvoll, da eine immer

stärkere Immunantwort beobachtet wird. Somit ergibt sich derzeit folgende Problematik:

bei niedrigen Dosierungen bilden nur wenige Zellen das gewünschte Transgen-Produkt, bei

hohen wird eine akute Immunreaktion ausgelöst. Die Immunogenität des adenoviralen

Vektorsystems stellt zur Zeit ein Haupthindernis für eine breitere Anwendung dar. Der tra-

gische Todesfall des Patienten Gelsinger bei einer klinischen Phase II-Studie ist ebenfalls

im Wesentlichen auf eine inflammatorische Antwort gegen den verwendeten rekombinan-

ten Adenovirus zurückzuführen.

Auf verschiedenen Wegen wird versucht, die Immunreaktion auszuschalten: Induk-

tion von Immuntoleranz (Ilan et al. 1998; DeMatteo et al. 1995; Yang et al. 1994), Anti-

körper-vermittelte Modulation der Abwehrzellen (Kay et al. 1997; Yang et al. 1996), Ver-

wendung alternativer humaner oder explizit nicht-humaner Adenovirus-Serotypen

(Hofmann et al. 1999; Yang et al. 1996; Kass et al. 1996).

1.1.2.4 gutless-Vektoren

Eine neuartige Strategie wird bei den sog. gutless-Vektoren verwendet, bei denen alle ko-

dierenden Elemente des Virus entfernt wurden, so dass eine Immunreaktion gegen endogen

exprimierte adenovirale Proteine ausgeschlossen wird (Fisher et al. 1996; Kochanek et al.

1996). Als Klonierungskapazität stehen ca. 40 kb zur Verfügung, was die Einbeziehung

kompletter Promotor-Regionen sowie Intron-Exon-Strukturen, wie sie in natürlichen Gen-
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loci vorkommen, ermöglicht. Die zur Replikation und Verpackung der rekombinanten

Adenoviren benötigten Proteine werden dabei in trans durch einen Adeno-Helfervirus zur

Verfügung gestellt (Sandig et al. 2000; Parks et al. 1996; Mitani et al. 1995). Im Mausmo-

dell konnte so nach Leber-gerichtetem Transfer eines gutless-Vektors eine über mehr als 10

Monate dauernde Expression des therapeutischen Gens humanes α1-Antitrypsin (hAAT)

beobachtet werden, ohne dass komprimierende Immunreaktionen oder toxische Effekte

auftraten (Schiedner et al. 1998). Durch Wechsel des Serotyps bei wiederholter Gabe dieses

Vektors, womit die humorale Immunantwort umgangen wurde, wurden in Pavian-Affen

physiologische Serumspiegel für länger als ein Jahr nach Erstinjektion gefunden (Morral et

al. 1999). Da jedoch in Patienten cytotoxische T-Lymphocyten (CTLs) gefunden wurden,

die gegen die viralen Capsid-Proteine Penton, Hexon und Fiber gerichtet waren (Molinier

et al. 2000), bleibt der Erfolg von multi-deletierten oder gutless-Vektoren im klinischen

Modell noch abzuwarten.

1.1.2.5 Replikations-kompetente Adenoviren

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen replikations-defizienten Adenovirus-Vektoren,

wird ein attenuierter Adenovirus (ONYX-015), der kein therapeutisches Transgen besitzt,

in der Krebstherapie getestet. Durch die Deletion des E1B-55kD Gens im Adenovirus-

Genom wird eine selektive Replikation dieser Viren in Tumorzellen, welche Mutationen im

p53-Gen aufweisen, postuliert (Bischoff et al. 1996). Dagegen wird eine Vermehrung in

normalen, nicht malignen Zellen, verhindert (Heise et al. 1997). Zusätzlich kann die Trans-

duktionseffizienz der infizierten Tumorzellen durch Vermehrung des Virus und Neu-Infek-

tion der Nachbarzellen verbessert werden. Während diese onkolytische Aktivität

gegenwärtig in einer klinischen Phase III-Studie bei Patienten mit Kopf- und Nacken-

Tumoren getestet wird (Kirn, 2000; Vile et al. 2000), wird die Tumorselektivität der Repli-

kation des ONYX-Virus wie auch die Abhängigkeit vom p53-Status der Tumorzellen von

anderen Studien bestritten (Harada & Berk, 1999; Hay et al. 1999; Hall et al. 1998).

1.1.3 Andere virale Vektorsysteme

Obgleich mehr als 80% der bisher in klinischen Versuchen verwendeten viralen Vektoren

auf Retro- oder Adenoviren basieren, wurden potenziell vorteilhaftere alternative Vektor-

systeme weiterenwickelt (Übersicht in: Anderson, 1998). Dabei zeigen Herpesvirus-

Systeme beispielsweise einen definierten Neuro-Tropismus. Während Polio-, Sendai-, Ra-
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bies-, Alpha-, Sindbis- und andere RNA-Virus-Vektoren noch in den Anfängen ihrer Ent-

wicklung stehen, waren mit Adeno-assoziierten Viren (AAV) bereits erste klinische Erfolge

zu verzeichnen (Kay et al. 2000): in einer klinischen Phase I-Studie konnte nach Übertra-

gung des Blutgerinnungsfaktors IX in Skelettmuskelzellen hämophiler Patienten eine

langdauerndere therapeutische Wirksamkeit mit erhöhten Proteinspiegeln im Blut und ver-

kürzter Blutgerinnungszeit ohne gleichzeitige Toxizität des Gentransfersystems beobachtet

werden.

1.1.4 Nicht-virale Gentransfer-Verfahren

Die meisten nicht-viralen Methoden des Gentransfers beruhen auf der Rezeptor-vermittel-

ten Endozytose und der Membranfusion mit Hilfe von Liposomen (Übersicht in: Cotten &

Wagner 1993). Indem die zu übertragende DNA mittels Polykationen wie Polylysin an Li-

ganden (z.B. Transferrin, Antikörper gegen Zelloberflächenproteine, Asialo-Orosomucoid,

nerve growth factor (NGF)) gekoppelt wird, kann der Ligand von entsprechenden Re-

zeptoren der Zelloberfläche erkannt werden. Zusätzlich wird versucht, dem lysosomalen

Abbau der endozytotisch aufgenommenen Komplexe durch zusätzlichen Einbau von inak-

tivierten Adenovirus-Hüllen oder synthetischen Peptiden, die ein Ausbrechen aus dem En-

dosom ermöglichen, entgegenzuwirken (Übersichten in: Phillips 1995; Curiel 1994).

Kationische Lipide wie Polyethylenimin (PEI) (Boussif et al. 1995), Lipofect-

amine™, aktivierte Dendrimere (Tang et al. 1996) oder Lipidgemische (Felgner et al.

1994) kondensieren die DNA mittels positiver Ladung und werden durch Membranfusion

in die Zellen aufgenommen. Weitere mechanische Verfahren des Gentransfers sind die

Elektroporation (Heller et al. 2000), Mikroinjektion (Davis et al. 2000) und die Injektion

DNA-bedeckter Partikel mit Hilfe der „gene gun“ (Yang & Sun, 1995). Hauptnachteile die-

ser physikalisch-chemischen Systeme sind die geringe Transfektionseffizienz in vivo und

die meist nur transiente Expression des Transgens, da keine Verankerung im Wirtszell-

genom stattfindet.

1.1.5 DNA-RNA-Chimäre

Einen völlig neuartigen Ansatz verfolgt die Strategie der targeted gene repair (zielgerich-

tete Reparatur von Genen), bei der durch Verwendung chimärer, doppelsträngiger und

hochstabiler RNA-DNA-Oligonukleotide der gezielte Basenaustausch einer bestimmten
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Mutation erfolgt. Anstatt die Funktion defekter DNA-Abschnitte durch Einbringung eines

zusätzlichen, funktionellen Gens zu ersetzen, können mutierte Nukleotide in den Chromo-

somen selbst durch das zelleigene mismatch-Reparatur-System dauerhaft genetisch korri-

giert werden (Übersichten in: Kmiec, 1999; Kren et al. 1999). Im Ratten-Tiermodell des

Crigler-Najjar-Syndroms konnte nach Injektion in die Schwanzvene eine spezifische und

dauerhafte in vivo-Korrektur der zugrundeliegenden Mutation in rund 20% der Leberzellen

erreicht werden (Kren et al. 1999). Als Carrier der chimären RNA-DNA-Oligonukleotide

dienen entweder Liposomen-Gemische oder Polyethylenimin (PEI) als Polykation, so dass

durch zusätzlichen Einbau von Galactocerebrosiden bzw. Lactose-Resten spezifisch der

Asialoglycoprotein-Rezeptor (ASGP-R) der Hepatozyten angesteuert werden kann (Kren et

al. 1998).

1.1.6 Der „ideale Vektor“

Der ideale Vektor für alle Anforderungen der humanen in vivo-Gentherapie ist bisher nicht

gefunden, und es zeichnet sich ab, dass sich für die verschiedenen Anwendungen alternati-

ve Systeme als Methode der Wahl erweisen werden. Ist nur eine kurzzeitige Expression des

Transgens notwendig – wie im Falle eines toxischen Genprodukts in Tumorzellen (Suizid-

gentherapie) – , scheinen adenovirale Vektoren geeignet. Für eine dauerhafte Expression

zur Korrektur genetischer Krankheiten ist jedoch ein integrierender Vektor ohne immuno-

logische Komplikationen wünschenswert. Ein hypothetischer idealer Vektor sollte Eigen-

schaften viraler und synthetischer Systeme besitzen (Verma & Somia, 1997):

• einfache und reproduzierbare Herstellung

• Fähigkeit der zielgerichteten Integration ins Wirtsgenom bzw. stabiles episomales Sta-

dium

• Infektion sowohl mitotischer als auch ruhender Zellen gleichermaßen möglich

• hohe Vektorkonzentration (>108 Partikel pro ml Vektorsuspension)

• regulierbare Transkription zur gezielten Steuerung der Expression von außen

• Gewebe- bzw. Zell-spezifischer Gentransfer

• Ausbleiben einer Immunreaktion.

Derzeit besitzt kein gentherapeutischer Vektor alle diese Eigenschaften, jedoch ist jede An-

forderung einzeln in den verschiedenen Gentransfersystemen erfüllt.
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1.2 Suizidgentherapie

Das Wirkungsprinzip der Suizidgentherapie basiert auf der Möglichkeit des gezielten

Transfers von Genen, die für körperfremde Enzyme kodieren, in die Tumorzellen. Nach

systemischer Gabe ungiftiger Substrate (sog. prodrugs) werden diese spezifisch von den

genetisch manipulierten Krebszellen in toxische Metabolite konvertiert (Lal et al. 2000;

Moolten, 1994). Damit werden lokal, im Bereich des erfolgten Gentransfers, sehr hohe

Konzentrationen des toxischen Metaboliten erzielt, während eine systemische Toxizität, die

üblicherweise bei einer konventioneller Chemotherapie auftritt, vermieden werden kann.

Die in der Suizidgentherapie verwendeten Enzyme stammen meist aus Viren, Bakterien

und Pilzen, in denen Stoffwechselwege vorkommen, die bei Säugetieren nicht vorhanden

sind (Übersicht Suizidgen-Systeme in: Deonarain & Epenetos, 1994). Bislang am besten

untersucht sind die Cytosin-Desaminase (CD) aus Escherichia coli (EC 3.5.4.1) und die

Thymidin-Kinase (TK) aus Herpes simplex-Virus Typ-1 (HSV-1).

1.2.1 Cytosin-Desaminase (CD) aus E.coli und 

Thymidin-Kinase (TK) aus Herpes simplex-Virus Typ-1

Das Cytosin-Desaminase (CD)-Gen kommt in einer Vielzahl von Bakterien, Hefen und

Pilzen vor, wird jedoch nicht in Säugetieren gefunden (Andersen et al. 1989). Auf Grund

der spezifischen enzymatischen Funktion kann 5-Fluorcytosin (5-FC) in 5-Fluoruracil (5-

FU) umgewandelt werden, welches ein gebräuchliches Chemotherapeutikum darstellt.

Während 5-FU in der Chemotherapie relativ toxisch wirkt, ist 5-FC in der üblichen, z.B.

zur Pilzbekämpfung verwandten Dosis für den Menschen weitgehend unschädlich (Bennett

1994). 5-Fluoruracil wird anschließend von zellulären Kinasen phosphoryliert, so dass das

entstehende Triphosphat 5-Fluor-UTP einen Abbruch der RNA-Synthese verursacht.

Gleichzeitig vermag 5-Fluor-dUMP als Antifolat-Agens das Enzym Thymidylat-Synthase

zu hemmen, welches im De novo-Synthese-Weg der Desoxyribonukleotide die Methylie-

rung von dUMP zu dTMP katalysiert. Damit wird per Cytosin-Desaminase/5-FC-Weg auch

in die DNA-Synthese eingegriffen (siehe Abbildung 1.1).

Analoges gilt für die HSV-1 Thymidin-Kinase (McKnight 1980) (ATP: Thymi-

din-5-phosphotransferase; EC 2.7.1.21) und die entsprechende prodrug Ganciclovir (GCV).

Im Gegensatz zu zellulären Kinasen wird das Guanosin-Analogon GCV spezifisch phos-
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phoryliert und wirkt in der Triphosphat-Stufe inhibierend auf die Elongation der DNA-

Synthese (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: Prodrug-Toxifizierung durch die Suizidgenprodukte E. coli CD und HSV-1 TK.
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Abbildung 1.2: Kristallstruktur der HSV-1 Thymidin-Kinase.
Bei Deletion der N-terminalen 10 Aminosäuren (aa) kristallisiert das Enzym als Dimer und besteht
aus 15 α-Helices und 7 ß-Faltblatt-Strukturen. Das aktive Zentrum mit der Nukleosid-Substrat-Bin-
dungstasche (aa 161-192 mit Arg163, Ala167, Tyr172 und Pro173 als hochkonservierte Positionen;
GCV ist als Kugelmodell dargestellt) und der ATP-Nukleotid-Bindungsstelle (strand-turn-helix, aa
48-69) wird von 5 parallel angeordneten ß-Faltblatt-Strukturen gebildet.
Cartoon in der ribbon-Darstellung; aus der imb Jena (Image Library of Biological Macromolecules):
http://www.imb-jena.de/cgi-bin/ImgLib.pl?CODE=1ki2; Thumbnail generiert durch das Programm
RasMol: Sayle, R. & Milner-White, E.J. (1995) Trends Biochem. Sci.  20, 374. 
Berechnung der Kristallstruktur durch Champness et al. 1998; abgelegt in der Brookhaven Protein
Data Bank #1KI2.

Die Kristallstruktur der Thymidin-Kinase aus HSV-1 zeigt im Komplex mit GCV als Sub-

strat eine hohe Struktur-Homologie zu anderen Adenylat-Kinasen (siehe Abbildung 1.2;

Brown et al. 1995; Champness et al. 1998).
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Die antitumorale Wirkung von Suizidgenen wird durch den sog. bystander effect

verstärkt. Darunter versteht man den Transport der in der transduzierten Zelle hergestellten

toxifizierten Substanzen in die Nachbarzellen. So kann 5-FU, welches in CD-positiven

Zellen produziert wurde, über einfache Diffusionsprozesse auch in benachbarte Tumorzel-

len gelangen (Domin et al. 1993) und dort ebenfalls wirksam werden (Lawrence et al.

1998; Trinh et al. 1995; Huber et al. 1994; Mullen et al. 1992). Wird dagegen Thymidin-

Kinase als Suizidgen verwendet, treten phosphorylierte Zwischenprodukte auf, die nicht

frei diffundieren können. Als Mechanismen des bystander effects der HSV-1 Thymidin-

Kinase werden entweder eine Immunantwort des Wirtsorganismus oder Zell-Zell-

Kommunikation postuliert. Dabei können zum einen die toxischen Metabolite über gap

junctions transferiert werden (Bi et al. 1993). Zum anderen erfolgt ein Transport von GCV-

Triphosphat, des TK-Enzyms oder durch Zelltod-Kaskaden gebildete Hydrolasen in apop-

totischen Vesikeln (Freeman et al. 1993), welche dann direkt durch Membranfusion oder

durch Phagocytose aufgenommen werden. Der Transport über gap junctions wurde in Zell-

kultur-Modellen als essenziell nachgewiesen, da Zelllinien die ohne Fähigkeit zur interzel-

lulären Kommunikation keine Toxizität gegenüber Nachbarzellen zeigten. Nach Transfek-

tion von Transportkanal-Proteinen wie Connexin-43 wurde dagegen ein ausgeprägter by-

stander effect beobachtet (Dilber et al. 1997).  Da jedoch in Tumoren in vivo die Expres-

sion dieser Verbindungskanäle oft aktiv herunterreguliert ist, treten je nach Tumorart unter-

schiedliche Ausmaße des bystander effects auf. So kann nicht endgültig abgeschätzt wer-

den, welcher Anteil des bystander effects durch direkte Zell-Zell-Kontakte und welcher der

systemischen Immunantwort zukommt. Insgesamt geht man davon aus, dass in Zellkultur

apoptotische Mechanismen, in vivo dagegen Nekrose sowie inflammatorische und immu-

nologische Reaktionen überwiegen (Mullen et al. 1998). Vorläufige Vergleiche der beiden

Suizidgen-Strategien ergaben, dass das CD/5-FC-System sowohl in Zellkultur (Hoganson

et al. 1996) als auch bei implantierten Tumoren (Trinh et al. 1995) effektiver als das

TK/GCV-System war.

Anhand von Tiermodellen wurde bereits in verschiedenen präklinischen Studien

gezeigt, dass die Metabolisierung von 5-FC durch die Cytosin-Desaminase eine Hemmung

des Tumorwachstums bewirken kann (Uckert et al. 1998; Topf et al. 1998; Ge et al. 1997;

Kanai et al. 1997; Ohwada et al. 1996; Trinh et al. 1995; Consalvo et al. 1995; Richards et

al. 1995; Mullen et al. 1994; Huber et al. 1994; Huber et al. 1993). Unter optimalen Bedin-

gungen kann in vivo bereits eine CD-Gentransfer-Effizienz von 5% zur Erzielung eines
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signifikanten anti-Tumoreffektes ausreichen. Dies erklärt sich aus den hohen Mengen an

5-FU, die in CD-positiven Zellen produziert werden und die per bystander effect in benach-

barte, nicht-transduzierte Tumorzellen gelangen und dort ebenfalls wirksam werden

(Uckert et al. 1998; Dong et al. 1996; Hirschowitz et al. 1995; Huber et al. 1994). Die

Verwendung von TK in retroviralen Vektoren oder Produzentenzellen zur Behandlung von

Gehirntumoren ergab in klinischen Phase I-Studien einen kurzfristigen Rückgang der Tu-

mormasse (Shand et al. 1999; Klatzmann et al. 1998; Ram et al. 1997; Izquierdo et al.

1996).

Es finden sich jedoch zahlreiche Fälle, bei denen die angestrebte Tumoreradika-

tion fehlschlug bzw. die Tumore nach beendeter prodrug-Applikation ihr Wachstum wieder

nahezu ungebremst aufnahmen (Cool et al. 1996; Hirschowitz et al. 1995; Richards et al.

1995; Mullen et al. 1994; Huber et al. 1993; Takamiya et al. 1993; Golumbek et al. 1992).

Dies könnte auf eine ungünstige Pharmakokinetik, einen Verlust der Transgenexpression

oder eine Resistenzentwicklung gegen die Toxifikationsprodukte zurückzuführen sein.

Darüber hinaus wurde in den meisten präklinischen Studien die Gabe der prodrugs zu ei-

nem Zeitpunkt begonnen, zu dem die Tumoren noch ausgesprochen klein waren. Nach In-

jektion von hohen Dosen eines für HSV-1 TK kodierenden adenoviralen Vektors (Ad-TK)

in Patienten mit pleuralen Mesotheliomen wurden dagegen keine Anzeichen eines Tumor-

Rückgangs beobachtet (Sterman et al. 1998).

In Tierversuchen ergaben sich in den verschiedenen Tumormodellen bei Einsatz

verschiedener Vektorsysteme höchst unterschiedliche Gentransfer-Effizienzen. Bei Ver-

wendung retroviraler Vektoren wurden in Lebertumoren Transduktionsraten von unter 2%

beobachtet (Kay et al. 1994; Grossman et al. 1994). Obwohl Adenoviren auch ruhende

Zellen infizieren können und damit prinzipiell höhere Effizienzen postuliert wurden, wurde

das Transgen bei der höchsten jemals verwendeten Dosis von mehr als 1013 Partikeln im

tragischen Todesfall des Patienten Gelsinger in weniger als 1% der adressierten Leberzellen

detektiert. Bei derart niedrigen Transduktionsraten vermag auch der Transport der toxifi-

zierten prodrugs in die Nachbarzellen im Rahmen des bystander effects keinen messbaren

additiven Effekt zu vermitteln.

Diese Beispiele belegen die unzureichende Effizienz der verfügbaren Genthera-

pie-Vektorsysteme und zeigen, dass der Entwicklung von alternativer Methoden zur Poten-

zierung des therapeutischen Suizidgen-Effektes eine zentrale Bedeutung für einen wir-

kungsvolleren Einsatz in der humanen Tumor-Gentherapie zukommt.
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1.3 Interzellulärer Protein-Transport

1.3.1 Zellpermeable Peptide

In den letzten Jahren wurde eine ständig wachsende Zahl von Proteinen und Peptiden be-

schrieben, deren gerichteter Transport vom klassischen intrazellulären membran-gebunde-

nen Transport abweicht. Für naszierende Proteine gilt der klassische Sekretionsweg vom

Endoplasmatischen Retikulum (ER) über den Golgi-Apparat zur Exozytose oder zum Wei-

tertransport innerhalb der Zelle mittels spezifischer Zielsequenzen. Für die Rezeptor-

vermittelte Endozytose führt der Weg über das lyso-endosomale System. Neuartige, d.h.

Golgi-unabhängige Sekretionswege, finden dagegen ohne klassische Signalsequenzen statt,

wobei beträchtliche Unterschiede zwischen diesen nicht-klassischen Transportwegen beste-

hen (Übersichten in: Muesch et al. 1990; Kuchler & Thorner, 1990):

• Das Tat-Peptid aus HIV-1 ist ein 87 Aminosäuren (aa) großer Transaktivator, welcher

die Zielzellen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose betritt (Mann & Frankel, 1991)

und nicht-klassischen Austransport zu den Nachbarzellen zeigt (Ensoli et al. 1993;

Helland et al. 1991). Nach Aufnahme in die Zellen wird Tat jedoch spezifisch im Cyto-

plasma detektiert, obwohl ein Kernlokalisationssignal (NLS) vorliegt (Elliott & O'Hare

1997). Die transaktivierende Wirkung ist unter diesen Bedingungen sehr schwach

(Ensoli et al. 1993). Die Translokation durch die Plasmamembran wird einer 11 aa um-

fassenden basischen protein transduction domain (PTD) zugeschrieben. Als Mechanis-

mus wird die Ausbildung invertierter Micellen vermutet (Vives et al. 1997). Fluores-

zein-markierte Fusionspeptide, bestehend aus der Tat-PTD und ß-Galactosidase, konn-

ten nach intraperitonealer Injektion in Mäuse in allen untersuchten Geweben, inklusive

des Gehirns, detektiert werden (Schwarze et al. 1999).

• Der Austransport von Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGFs) findet ebenfalls

Golgi-unabhängig statt (Jackson et al. 1992). Die FGFs werden anschließend mittels

Rezeptor-vermittelter Endozytose wieder in die Zellen aufgenommen, was bislang je-

doch nicht in Zellkultur nachvollzogen werden konnte (Cao et al. 1993; Cao & Petters-

son, 1990). Mit der h-Region des Kaposi Fibroblast Growth Factors (K-FGF) wurde

eine Peptidfamilie innerhalb der Signalsequenz beschrieben, die eine hohe Hydropho-

bizität aufweist (Rojas et al. 1998).
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• Die nicht-klassische Aufnahme der DNA-bindenden Homöo-Domäne von Antenna-

pedia, einem Transkriptionsfaktor aus Drosophila (Derossi et al. 1994; Joliot et al.

1991), und der davon abgeleiteten Penetratine (Derossi et al. 1998) bleibt nach exoge-

ner Zugabe auf einen Teil des Polypeptids beschränkt. Dabei wurde eine 16, hauptsäch-

lich basische Aminosäuren umfassende amphiphile α-Helix (pAntp) als Vermittler der

Internalisierung gefunden. Der Mechanismus des Eintransports erfolgt Energie- und

Rezeptor-unabhängig und scheint über die Bildung von Dimeren zu funktionieren, so

dass die basischen, positiv geladenen Reste mit den negativ geladenen Phospholipiden

interagieren und mittels invertierter Micellen den Inhalt ins Zellinnere freisetzen. Das

pAntp-Peptid wurde in verschiedenen Studien zum Transport anderer Peptide verwen-

det  (Hildt & Oess, 1999; Schutze et al. 1996). Bislang liegen jedoch keine Anzeichen

für eine nachfolgende Sekretion der Peptide vor.

• Transportan ist ein chemisch-synthetisiertes, chimäres 27 aa-Peptid, bestehend aus

den 12 N-terminalen Aminosäuren des Neuropeptides Galanin und den 14 C-terminalen

Aminosäuren von Mastoparan, welche durch einen Lysin-Rest verbunden sind (Pooga

et al. 1998). Mastoparan kann sich mittels Ausbildung von kurzlebigen Poren durch

Zellmembranen translozieren, wirkt jedoch bei hohen Konzentrationen cytotoxisch. Die

zell-penetrierende Wirkung von Transportan geschieht Rezeptor- und Zelllinien-unab-

hängig und erreicht bereits nach 20 Minuten die maximale intrazelluläre Konzentration.

Während dieser initialen Phase findet sich markiertes Transportan an der Plasmamem-

bran und im Cytoplasma, nach einer Umverteilung sind anschließend präferentiell die

Kernmembran und die Nukleoli angefärbt. Als Internalisierungs-Mechanismus wird wie

bei den Penetratinen die Ausbildung invertierter Micellen diskutiert.

• Im Bereich der PreS2-Region des mittleren Oberflächenproteins (MHBs) des Hepati-

tis-B-Virus (HBV) wurde ein 11 aa umfassendes α-helikales Peptid-Motiv identifiziert.

Die Peptide des translocation motif (TLM) können als amphiphile α-Helix dimerisieren

und zum Transport von Proteinen eingesetzt werden (Oess & Hildt, 2000; Saher &

Hildt, 1999). Dem interzellulären TLM-Transport liegt eine strenge Struktur-

Funktionsbeziehung zugrunde: eine Zerstörung der α-helikalen Struktur unterbindet den

Transport. Im Unterschied zu anderen zellpermeablen Peptiden weist das TLM keine

Spezifität für bestimmte subzelluläre Strukturen oder Vesikel auf und wird im ganzen
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Cytoplasma, nicht aber im Zellkern gefunden. Der Transportmechanismus ist Rezeptor-

und Zelllinien-unabhängig und wurde sogar in Pflanzenzellen beobachtet. Im Tiermo-

dell von Maus, Ratte und Kaninchen konnte nachgewiesen werden, dass Wildtyp-

PreS2-Protein sich über mehrere Zellschichten hinweg anreichert (Saher & Hildt 1999).

1.3.2 VP22 aus Herpes simplex-Virus

Das Strukturprotein VP22 aus der Tegument-Region des Herpes simplex-Virus Typ-1

(HSV-1) wird durch das Gen UL49 kodiert (Elliott & Meredith 1992). Die Länge von 301

Aminosäuren entspricht einem Molekulargewicht von 38 KDa. In der infizierten Zelle wird

VP22 durch Nukleotidylierung und Phosphorylierung modifiziert: während VP22 unphos-

phoryliert in die Virionen eingebaut wird, zeigen sich unterschiedliche Phosphorylierungs-

Muster während Infektion und Transfektion (Elliott et al. 1996; Leslie et al. 1996; Elliott et

al. 1995). Die Relevanz und Funktion dieser Modifikationen innerhalb des Infektionszyklus

sind bislang nicht verstanden.

VP22 zeigt einen neuartigen und ungewöhnlichen inter-zellulären Mechanismus des

Protein-Transports auf: im Rahmen einer nicht-klassischen (also Golgi-unabhängigen) Se-

kretion wird VP22 aus der Zelle, in der das Protein synthetisiert wurde, exportiert und ist in

der Lage, mit hoher Effizienz in die umgebenden Nachbarzellen einzuwandern. Dabei zeigt

sich eine Zweiteilung der subzellulären Lokalisation: während VP22 in der Produ-

zentenzelle hauptsächlich als filamentöses Muster im Cytoplasma gefunden wird, ist der

Eintransport in die umgebenden Zellen zum Kern gerichtet, ohne dass bislang ein klassi-

sches Kernlokalisationssignal beschrieben wurde. Ausgehend von nur einer Produzenten-

zelle wird VP22 dabei in die Kerne von mehr als 500 benachbarten Zellen transportiert, wo

es an Chromatin bindet und bei folgenden Zellteilungen auf neu entstandene Tochterzellen

weitergegeben wird. Dadurch wird nach endogener Synthese in einer kleinen Subpopula-

tion an Zellen eine Transfektions-Effizienz von nahezu 100% eines Monolayers erreicht

(Elliott & O'Hare 1997). Der entstandene Gradient der Proteinmenge über bis zu 12 Zell-

schichten wird in der Immun-Fluoreszenzmikroskopie als focus (Plural: foci) bezeichnet.

Die Eigenschaft des inter-zellulären Protein-Transports (spread) wird dabei nicht

nur beim Wildtyp-VP22-Protein nach Transfektion, Mikroinjektion und Virus-Infektion mit

Replikations-defizienten Viren beobachtet, sondern auch bei Verwendung von VP22-

Fusionsproteinen. Dies konnte bislang mit den Modell-Fusionen Green fluorescent protein
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(GFP) (Elliott & O'Hare 1998), p53 (Phelan et al. 1998) und HSV-1 Thymidin-Kinase

(Dilber et al. 1999) nach Transfektion in kultivierte Säugerzellen gezeigt werden. Darüber

hinaus wurde nach Zugabe von Lysaten aus VP22-produzierenden Zellen ins Kulturme-

dium das Protein bereits nach 5 Minuten in allen Zellen detektiert. Da die beschriebenen

Transportprozesse auch bei 4°C stattfinden, kann Rezeptor-vermittelte Endozytose als Me-

chanismus ausgeschlossen werden (Elliott & O'Hare 1997). Der Aufnahmeweg scheint über

das Aktin-Zytoskelett zu funktionieren, während Ein- und Austransport Golgi-unabhängig

stattfinden. In der Produzentenzelle bindet VP22 an Mikrotubuli und stabilisiert diese da-

durch (Elliott & O'Hare 1998), was das filamentöse Muster der cytoplasmatischen Anfär-

bung erklärt. Die biologische Funktion dieser Stabilisierung und des Transports in die

Nachbarzellen sind nicht bekannt. Da VP22 während einer Infektion mit Herpes simplex-

Viren bereits nach vier Stunden detektiert werden kann, wird spekuliert, dass VP22 die

nachfolgende Infektion in den Zellkernen der benachbarten Zellen durch bislang noch un-

bekannte Mechanismen vorbereitet.

Durch Experimente mit Trunkations-Mutanten konnten die heterogenen Funktionen

von VP22 auf verschiedene Domänen grob lokalisiert werden (siehe Abbildung 1.3). Eine

Deletion der C-terminalen 134 Aminosäuren führt zum Ausbleiben des inter-zellulären Pro-

tein-Transports (spread) (Elliott and O'Hare 1997), während der N-Terminus für die Kern-

lokalisation in den Nachbarzellen verantwortlich ist. Die mittleren Bereiche des Proteins

dienen der Bindung an die Mikrotubuli (MT-Bindung) und der Retention im Cytoplasma.

Abbildung 1.3: Domänenstruktur von HSV-1 VP22.

1 159 172 267 301

nukleäre Lokalisation MT-Bindung Retention im
Cytoplasma

Transport,
Chromatin-Bindung
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Bei den bisherigen gentherapeutischen klinischen Studien an Patienten erwies sich die

mangelnde Transduktionseffizienz als größte Schwierigkeit eines therapeutischen Erfolges.

Bei den bisher erreichten Effizienzen von ca. 1% der adressierten Zielzellen kommen die

angestrebten therapeutischen Effekte nicht zur Wirkung; im Falle der Suizidgentherapie ist

ein bystander effect nicht additiv messbar.

Im Mittelpunkt der hier dargestellten Arbeiten stand das Ziel, die limitierten primä-

ren Transduktionsraten der Gentransfer-Vektoren in vivo durch Ausnutzung der interzellu-

lären Transporteigenschaften von VP22-Suizidgen-Fusionsproteinen zu verbessern.

Im Einzelnen sollte untersucht werden

• ob der VP22-Transport ein generelles biologisches Phänomen, unabhängig von den

adressierten biologischen Systemen und Geweben, darstellt,

• ob chimäre VP22-Suizidgen-Fusionen (bestehend aus Fusionen der Suizidgene E. coli

CD bzw. HSV-1 TK mit HSV-1 VP22), ebenfalls einen hocheffizienten interzellulären

Transport – wie VP22 alleine – bewirken können,

• ob die Suizidgen-Wirkung von CD und TK nach retroviral bzw. adenoviral vermittelter

Expresssion von VP22-Suizidgen-Fusionen verbessert werden kann.





2 Material und Methoden

Sofern nicht anders angegeben, stammten die verwendeten Chemikalien von Merck. Alle Chemikalien hatten
mindestens den Reinheitsgrad „zur Analyse, ACS“; sofern erhältlich, wurde der Reinheitsgrad „für die Mole-
kularbiologie“ bzw. „für die Zellkultur“ verwendet.
Der Begriff „ddH2O“ wird im folgenden für bidestilliertes Wasser verwendet, das über eine Milli-Q-Plus
Filtrieranlage (Millipore) gereinigt wurde.
Als „steril“ oder „autoklaviert“ bezeichnete Lösungen und Materialien wurden für 20 min bei 120°C und 2
bar Überdruck autoklaviert (Stand-Autoklav FVD 3, Fedegari).
Als „sterilfiltriert“ bezeichnete Lösungen wurden durch ein 0,22 µm Filter (Millex-GS, Millipore, oder Falcon
Bottle Top Filter, Becton Dickinson) filtriert.

2.1 Molekularbiologische Materialien und Methoden
Grundlage für die folgenden Arbeitsvorschriften stellen die entsprechenden Abschnitte aus Sambrook et al.
(1989) bzw. Ausubel (1989) dar. Modifikationen dieser Protokolle folgten den Empfehlungen der Hersteller.

2.1.1 Verwendete Plasmide

2.1.1.1 pLXSN

M C S
SV40 3' LTR

pA

neo r

Retroviraler Basis-Vektor (Miller & Rosman 1989), abgeleitet vom Moloney Murine Leukemia Virus
(MoMLV) bei Deletion der viralen Strukturgene. Wichtige Komponenten:

• 5´-Hybrid- und 3´-LTR: der 5'-LTR setzt sich aus Sequenzen des Moloney Murine Sarcoma Virus
(MoMSV) und des MoMLV zusammen; die U3-Region wirkt als Promotor (Pfeil), die R-Region als po-
lyA-Signal.

• Verpackungssignal ΨΨΨΨ+: ermöglicht Verpackung des retroviralen Transkripts zu Retrovirus-Partikeln
durch Verpackungszelllinien.

• multiple Klonierungs-Stelle (MCS: multiple cloning site) mit singulären Schnittstellen zum Einfügen des
zu transferierenden Gens.

• Neomycin-Resistenzgen (Aminoglycosid-Phosphotransferase des Transposons Tn5; Neor): dient als Se-
lektionsmarker; vermittelt Resistenz gegen Neomycin und G418 (Geneticin); hier unter der Kontrolle des
Simian Virus 40-Promotors (SV40).

• pBR322-Sequenzen, die einen bakteriellen ,,Origin of Replication“ (ORI) und das ß-Lactamase-Gen
(Ampicillin-Resistenz; Ampr) enthalten und so die Propagation in E. coli ermöglichen (nicht in der Dar-
stellung gezeigt).
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2.1.1.2 pWZLneo

M C S
IRES 3' LTR

pA

neo r

Retroviraler Basis-Vektor (Rogulski et al. 1997), abgeleitet von den retroviralen pBabe-Vektoren (Morgen-
stern & Land 1990), bei Deletion der viralen Strukturgene. Gleiche Vektorkomponenten wie pLXSN (s.
2.1.1.1) mit folgenden Unterschieden:

• IRES: internal ribosomal entry site aus EMCV (Encephalo-Myocarditis-Virus); ermöglicht die Bindung
eukaryontischer Ribosomen an das monocistronische mRNA-Transkript und somit die Expression eines
zweiten Gens ohne zusätzlichen Promotor.

• bakterielle Sequenzen aus pBluescript: enthalten ORI und Ampicillin-Resistenz-Gen (Ampr) (nicht in
der Darstellung gezeigt).

2.1.1.3 pCD2

SV40 3' LTR
neorCD

Retroviraler Vektor, abgeleitet vom Basis-Vektor pLXSN (s. 2.1.1.1) durch Insertion des E.coli Cytosin-
Desaminase (CD)-Gens (Mullen et al. 1992). Zusätzlich wurde der bakterielle Start-Codon GTG durch die
für die Expression in Säugerzellen optimierte Kozak-Startsequenz CCACCATG(G) ersetzt (Kozak 1986),
siehe auch 3.1.1.

2.1.1.4 pHSV106

Pvu II

TK prom.
TK

TK-pA
Amp r

TK Bg l II

Klonierungs-Vektor, der 3.6 kb Sequenzen aus Herpes simplex-Virus Typ-1 (HSV-1) enthält (dicke schwarze
Linie), die das Thymidin-Kinase (TK)-Gen flankieren (Life Technologies). Entstanden durch Insertion eines
HSV-1-Fragments in pBR322, das einen ORI (nicht in der Darstellung gezeigt) und das Ampicillin-Resistenz-
Gen (Ampr) enthält und so die Propagation in E. coli ermöglicht. Die kodierende Sequenz der HSV-1 TK
kann durch gleichzeitigen Verdau mit BglII und PvuII herausgelöst werden (s. 3.1.2).

2.1.1.5 pcDNA3

M CS
BHG -pA SV40 e/p

neor

SV40-pA
Ampr

Genereller Klonierungs-Vektor für die Expression in Säugerzellen (Invitrogen). Wichtige Komponenten:

• hCMV-Promotor: „immediate early“-Promotor des humanen Cytomegalie-Virus (hCMV).
• multiple Klonierungs-Stelle (MCS: multiple cloning site) mit singulären Schnittstellen zum Einfügen des

zu transferierenden Gens.
• Polyadenylierungs-Signal des Rinder-Wachstums-Hormons (bovine growth hormone, BGH).
• SV40-Enhancer/Promotor: gekoppeltes Enhancer/Promotor-Fragment aus Simian Virus 40.
• Neomycin-Resistenzgen (Aminoglycosid-Phosphotransferase des Transposons Tn5; Neor): dient als Se-

lektionsmarker; vermittelt Resistenz gegen Neomycin und G418 (Geneticin).
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• Polyadenylierungs-Signal aus Simian Virus 40 (SV40-pA).
• bakterielle pUC19-Sequenzen: enthalten ORI (nicht gezeigt) und Ampicillin-Resistenz-Gen (Ampr).

2.1.1.6 pTG3602

AdPacI Pac I AmprC laI

Das Plasmid pTG3602 (Transgene; Chartier et al. 1996) enthält neben dem vollständigen Genom (nicht maß-
stäblich dargestellt, Unterbrechung durch Schrägstriche angezeigt) von Adenovirus, Serotyp 5 (Ad5) das
Ampicillin-Resistenz-Gen (Ampr) sowie einen bakteriellen ORI (nicht gezeigt); wird als Genom-Plasmid zur
homologen Rekombination bei der Herstellung rekombinanter Adenoviren zusammen mit Transfer-Plasmiden
(z.B. pTG6600, pTG8347, siehe unten) verwendet. Durch Verdau mit ClaI wird das Plasmid zur Rekombina-
tion linearisiert, ein PacI-Verdau setzt dagegen die adenoviralen Sequenzen vor der Transfektion in 293-
Zellen frei (s. 2.3.1.1).

2.1.1.7 pTG6600

Für die Herstellung adenoviraler Vektoren mittels homologer Rekombination in E. coli wurden die Plasmide
pTG6600 und pTG8347 (Transgene; Chartier et al. 1996) als Basiskonstrukte verwendet. Diese Vektoren
enthalten stromaufärts und stromabwärts der Expressionskassette adenovirale Sequenzen, die den E1-Bereich
umgeben. Bei gleichzeitiger Transfektion des Plasmids pTG3602, welches das vollständige adenovirale Ge-
nom enthält (siehe oben), entsteht durch homologe Rekombination ein Konstrukt, das anstatt des E1-Bereichs
die Expressionskassette des gewünschten Transgens enthält. Die zur Herstellung adenoviraler Partikel not-
wendigen E1-Genprodukte werden anschließend von der 293-Zellinie zur Verfügung gestellt.

M C S
Intron A SV40-pA

Ad Ad

Adenoviraler Basis-Vektor (Transgene; Chartier et al. 1996). Wichtige Komponenten:

• Ad: adenovirale Sequenzen, die den E1-Bereich umgeben.
• hMCV-Promotor: „immediate early“-Promotor des humanen Cytomegalie-Virus (hCMV).
• chimäres Intron aus humanem ß-Globin (BGL) und Immunglobulin G (IgG) der Maus.
• multiple Klonierungs-Stelle (MCS: multiple cloning site) mit singulären Schnittstellen zum Einfügen des

zu transferierenden Gens.
• Polyadenylierungs-Signal aus Simian Virus 40 (SV40-pA).
• bakterielle pUC19-Sequenzen: enthalten ORI und Ampicillin-Resistenz-Gen (Ampr) (beide nicht gezeigt).

2.1.1.8 pTG8347

M C S
Intron B BGL-pA

Ad Ad

Die adenoviralen Rekombinationsplasmide pTG6600 und pTG8347 (Transgene; Chartier et al. 1996) unter-
scheiden sich nur im folgenden Elementen:

• RSV-Promotor: LTR-Promotor aus Rous Sarcoma Virus (RSV).
• Intron des ß-Globin-Gens (BGL) des Kaninchens.
• Polyadenylierungs-Signal des ß-Globin-Gens (BGL) des Kaninchens (BGL-pA).
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2.1.2 Verwendete Bakterienstämme

• E. coli XL1-Blue (Stratagene):
Genotyp: RecA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB lacZ∆ M15 Tn10(Tetr)];
Einsatz: generelle Klonierung; verbesserte Ausbeute und Qualität der DNA durch endA1-Mutation.

• E. coli JM110 (Stratagene):
Genotyp: RpsL (Strr) thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm supE44∆ (lac-proAB)
[F'traD36 proAB lacZD M15];
Einsatz: Klonierung unmethylierter DNA (Mutation der Adenin- und Cytosin-Methylase-Gene).

• E. coli BJ5183 (Transgene):
Genotyp: EndA sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR (Strr).
Einsatz: homologe Rekombination; sbcBC-Mutation betrifft die Exonuclease I.

2.1.3 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Vermehrung rekombinanter Plasmide erfolgt in E. coli-Zellen. Es existieren verschiedene Methoden, um
E. coli-Bakterien für die Aufnahme von DNA kompetent zu machen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Bakterien für Transformationen entweder bereits kompetent vom Hersteller bezogen (siehe 2.1.2), oder mit
Hilfe der FSB-Methode nach Hanahan (1983) kompetent gemacht:

Materialien:

• FSB-Transformationspuffer:
10 mM CH3COOK
100 mM KCl
45 mM MnCl2·4H2O
10 mM CaCl2·2H2O
3 mM Co(NH3)6Cl3;
pH-Wert mit 0,1 M HCl auf 6,4 einstellen, anschließend sterilfiltrieren und bei 4 °C lagern.

• DMSO (Sigma-Aldrich)

• SOB-Medium:
10 g Select-Pepton (Life Technologies)
2,5 g Hefe-Extrakt (Life Technologies)
295 mg NaCl
95 mg KCl;
in ddH2O lösen, pH mit 1 M HCl auf 6,8-7,0 einstellen, auf 490 ml auffüllen und autoklavieren;
nach Abkühlen der Lösung auf ca. 60 °C noch 10 ml 1 M MgSO4-Lösung (s. u.) zusetzen.

• 1 M MgSO4-Lösung, steril:
250 g MgSO4·6H2O unter Erwärmen in ddH2O lösen, Volumen auf 125 ml einstellen und sterilfiltrieren.

• SOB-Platten (ohne Antibiotikum):
10 g Select-Pepton (Life Technologies)
2,5 g Hefe-Extrakt (Life Technologies)
295 mg NaCl
95 mg KCl
in ddH2O lösen, pH mit 1 M HCl auf 6,8-7,0 einstellen; 7,5 g Bacto-Agar (Life Technologies) zugeben,
auf 490 ml auffüllen und autoklavieren; nach Abkühlen auf ca. 60 °C noch 10 ml 1 M MgSO4-Lösung
(s. o.) zusetzen; fertige SOB-Lösung sofort in Petrischalen (Greiner Labortechnik) gießen.

Durchführung:

• 50 µl einer Glycerolkultur eines E. coli-Stammes auf einer SOB-Platte so ausstreichen, dass Einzel-
kolonien erhalten werden

• am nächsten Tag mit einer Einzelkolonie 1 ml SOB-Medium animpfen
• mit dieser Kultur 100 ml SOB-Medium beimpfen und bis zu einer OD600 von ca. 0,5 anziehen

Kultur in vorgekühlte 50 ml Falcon Polypropylenröhrchen überführen, für 10 min auf Eis inkubieren
• Bakterien für 10 min mit 3400 x g (Heraeus Megafuge 2.0 R mit Ausschwingrotor 8250) bei 4 °C abzen-

trifugieren und Überstand vollständig dekantieren
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• Bakterienpellet vorsichtig in 20 ml eiskalter FSB-Lösung (je Falcon-Röhrchen) resuspendieren,
für 10 min auf Eis inkubieren

• Bakterien erneut zentrifugieren (s. o.), Überstand vollständig entfernen und in 4 ml eiskalter FSB-Lösung
(je Falcon-Röhrchen) resuspendieren

• resuspendierte Bakterien vorsichtig mit je 140 µl DMSO mischen und für 15 min auf Eis inkubieren;
anschließend weitere 140 µl DMSO zugeben, vorsichtig mischen, und auf Eis zurückstellen;
sofort in vorgekühlte, sterile 1,5 ml Reaktionsgefäße aliquotieren (je 200 µl), bei -80 °C lagern

2.1.4 Transformation von Escherichia coli

Materialien:

• SOC-Medium:
2 g Select-Pepton
500 mg Hefe-Extrakt
59 mg NaCl
19 mg KCl
in ddH2O lösen, pH mit 1 M HCl auf 6,8-7,0 einstellen, auf 97 ml auffüllen und autoklavieren;
nach Abkühlen auf ca. 60 °C noch 2 ml MgSO4-Lösung (s. u.) und 1 ml Glucose-Lösung (s. u.) zusetzen.

• 1 M MgSO4-Lösung, steril:
250 g MgSO4·6H2O unter Erwärmen in ddH2O lösen, Volumen auf 125 ml einstellen und sterilfiltrieren.

• 2 M Glucose:
36 g Glucose in ddH2O lösen, Volumen auf 100 ml einstellen, sterilfiltrieren.

• Ampicillin-Lösung (25 mg/ml) zur Selektion:
10 g Ampicllin-Natriumsalz (Sigma) in 400 ml ddH2O lösen, sterilfiltrieren und aliquotieren;
Vorratslösung bei -20 °C, Gebrauchslösung bei 4 °C aufbewahren.

• LB-Platten mit Antibiotikum (100 µg/ml Ampicillin) zur Selektion:
10 g Bacto-Trypton
5 g Hefe-Extrakt
10 g NaCl
in ddH2O lösen, pH mit 5 M NaOH auf 7,5 einstellen; 15 g Bacto-Agar zugeben, auf 1 l auffüllen und
autoklavieren; nach Abkühlen auf ca. 60 °C noch 4 ml Ampicillin-Lösung zugeben

Durchführung:

• bei -80°C gelagerte kompetente Zellen kurz vor der Verwendung auf Eis auftauen und in vorgekühlte
15 ml Falcon-Polypropylenröhrchen (Becton Dickinson) zu 100 µl aliquotieren

• DNA zugeben (25-250 ng Ligationsansatz oder  0,1-1 ng Plasmid-DNA), vorsichtig mischen
• Ansätze 30 min auf Eis inkubieren
• Hitzeschock: 45 sec im 42°C-Wasserbad (ohne Schütteln)
• Ansätze 2 min auf Eis abkühlen
• mit 900 µl SOC-Medium versetzen und 60 min bei 37°C und 225 Upm im Bakterienschüttler (New

Brunswick Scientific) inkubieren
• je 100 µl der Transformationansätze auf LB-Agarplatten, die das geeignete Selektions-Antibiotikum

enthalten, ausstreichen (10%-Platte)
• die verbleibenden 900 µl der Ansätze für 2 min mit 2000 g (Heraeus Megafuge 2.0 R mit Ausschwing-

rotor) zentrifugieren, Überstand verwerfen, Bakterien-Sediment in je 100 µl SOC-Medium resuspendie-
ren und ebenfalls auf LB-Agarplatten ausstreichen (90%-Platte)

• LB-Platten über Nacht bei 37 °C inkubieren (Heraeus-Inkubator VT 5042)

2.1.5 Anlegen von Glycerolkulturen

Zur Aufbewahrung von Bakterien über längere Zeiträume müssen Dauerkulturen angelegt werden. In Gly-
cerol-haltigem Medium lassen sich Bakterien bei tiefen Temperaturen praktisch unbegrenzt lange lagern,
ohne ihre Vitalität zu verlieren.
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Durchführung:

• je 850 µl Bakterienkultur mit 150 µl sterilem Glycerol mischen, in sterilen 1.5 ml Reaktionsgefäßen bei
-20 °C aufbewahren sowie bei -70°C als Dauerkultur lagern

• zum Animpfen mit einer Impföse einen kleinen Teil der gefrorenen Glycerolkultur abnehmen und in das
gewünschte Medium überführen oder auf einer Agarplatte ausstreichen.

Um eine hohe Zelldichte in den Glycerolkulturen zu erreichen, empfielt es sich, zunächst ein Aliquot einer
7 ml LB-Amp-Kultur in eine 50 ml LB-Amp-Kultur anzuimpfen und bei Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase (OD600: 0.5-0.6) die Zellen abzuzentrifugieren und in einem kleineren Volumen (ca. 10 ml)
LB-Amp-Medium aufzunehmen, um daraus Glycerolkulturen herzustellen.

2.1.6 Plasmidpräparationen

Allen im folgenden beschriebenen Methoden liegt dasselbe Prinzip zugrunde: nach Anzucht im geeigneten
Selektionsmedium werden die Bakterien, die das gewünschte Plasmid enthalten, durch Zentrifugation vom
Medium abgetrennt und einer alkalischen Lyse mit NaOH/SDS unterworfen (Birnboim 1983). Dies führt zum
Platzen der Zellen und zur Denaturierung der bakteriellen Proteine. Sowohl die chromosomale als auch die
Plasmid-DNA werden freigesetzt und ebenfalls denaturiert. Anschließend erfolgt die Neutralisierung des
alkalischen Lysats unter Hochsalzbedingungen. Hierbei renaturiert die Plasmid-DNA, während alle anderen
makromolekularen Komponenten als Präzipitat ausfallen.

2.1.6.1 Mini-Präparation zur Charakterisierung transformierter Bakterien

Die Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly ist eine zuverlässige, jedoch arbeits- und zeitauf-
wendige Standardmethode. Zudem tritt durch die Verwendung von Phenol und Chloroform eine ökologische
Belastung in Form von organischen Lösungsmitteln auf. Als verläßliche Schnellmethode hat sich eine Kurz-
form der alkalischen Lyse herausgestellt, die nach Fällung und Renaturierung mit den üblichen Puffern P1 bis
P3 auf organische Extraktion verzichtet und gleich die Fällung der DNA mit Isopropanol (Volumenvorteil
gegenüber Ethanol: 0,7 Vol. zu 2,5 Vol.) anschließt. Die Reinheit der so gewonnenen Plasmid-DNA ist für
Restriktionsanalysen ausreichend.

Materialien:

• Resuspendierungspuffer P1 (Qiagen):
50 mM Tris-HCl
10 mM EDTA
100 µg/ml RNAse A, pH 8,0

• Lysepuffer P2 (Qiagen):
200 mM NaOH
1 % SDS

• Neutralisierungspuffer P3 (Qiagen):
3 M Kaliumacetat, pH 5,5

• LB-Medium mit Selektions-Antibiotikum (50 µg/ml Ampicillin oder 25 µg/ml Kanamycin):
10 g Select-Pepton 140 (Life Technologies)
5 g Select Hefe-Extrakt  (Life Technologies)
10 g NaCl
in 950 ml ddH2O lösen und pH mit 5 M NaOH auf 7.0 einstellen;
auf 1 l auffüllen und autoklavieren;
nach Abkühlen auf ca. 60°C 2 ml Ampicillin-Stammlösung oder 2.5 ml Kanamycinsulfat-Stammlösung
zusetzen, so dass die Konzentration an Antibiotikum 50 µg Ampicillin pro ml Medium bzw. 25 µg Ka-
namycinsulfat pro ml Medium beträgt

• Ampicillin-Lösung (25 mg/ml) zur Selektion (siehe 2.1.4)
• Kanamycin-Lösung (10 mg/ml) zur Selektion:

5 g Kanamycinsulfat (Sigma) in 500 ml ddH2O lösen, sterilfiltrieren und aliquotieren;
Vorratslösung bei -20 °C, Gebrauchslösung bei 4 °C aufbewahren;
Endkonzentration im Medium ist 25 µg/ml (400-fache Stammlösung), bei Platten 50 µg/ml (200-fach).

• Ethanol, 100 %
• Ethanol, 70 % (w/v)
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Durchführung:

• je 7 ml LB-Medium, die das geeignete Selektions-Antibiotikum enthalten, mit Einzelkolonie animpfen
• Kulturen über Nacht bei 37°C mit 225 Upm im Bakterienschüttler inkubieren
• je 1.5 ml der ÜNK in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführen, 5 min mit 1500 x g (ca. 4000 Upm)

bei 4°C (Heraeus Biofuge 15 R mit Winkelrotor HFA 14.2) zentrifugieren
• Überstand absaugen und Bakterien-Sedimente in je 200 µl P1 resuspendieren
• je 200 µl P2 zugeben, mischen und für (maximal) 5 min bei RT inkubieren
• je 200 µl P3 zugeben, schnell und gründlich mischen und für 10 min auf Eis inkubieren
• 10 min mit 18000 x g (ca. 14000 Upm) bei 4°C zentrifugieren
• Überstände vorsichtig in frische 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführen,

zur Fällung der DNA mit je 450 µl (0.7 Vol.) Isopropanol versetzen,
20 min mit 18000 x g (ca. 14000 Upm) bei 4°C zentrifugieren

• Überstand absaugen, je 500 µl kaltes 70% Ethanol zugeben (Salzentfernung)
und für 5 min mit 18000 x g (ca. 14000 Upm) bei 4°C zentrifugieren

• Überstand absaugen, gefällte DNA 5 min bei 37°C (Wärmeblock) inkubieren,
abschließend DNA in je 20 µl ddH2O lösen

2.1.6.2 Maxi-Präparation zur Plasmidgewinnung
Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgt mit Hilfe einer Anionen-Austauschersäule (Qiagen). Auf Grund der
hohen Ladungsdichte des Säulenmaterials kann doppelsträngige Plasmid-DNA unter Hochsalzbedingungen
bei neutralem bis schwach alkalischem pH-Wert selektiv eluiert werden.

Materialien:

• LB-Medium mit Selektions-Antibiotikum (siehe 2.1.6.1)
• Anionenaustauscher-Säulen Qiagen-tip 500
• Äquilibrierungspuffer QBT (Qiagen):

750 mM NaCl
50 mM MOPS; pH 7,0
15% Ethanol
0,15% Triton X-100

• Waschpuffer QC (Qiagen):
1 M NaCl
50 mM MOPS; pH 7,0
15%Ethanol

• Elutionspuffer QF (Qiagen):
1,25 M NaCl
50 mM Tris-HCl; pH 8,5
15%Ethanol

• Isopropanol
• Ethanol, 70 % (w/v)

Durchführung:

• 250 ml LB-Medium incl. Selektions-Antbiotikum mit 250 µl ÜNK oder Glycerolkultur animpfen und
über Nacht bei 37°C mit 225 Upm im Bakterienschüttler inkubieren

• ÜNK für 20 min mit 3400 x g (4000 Upm) bei 4°C zentrifugieren (Heraeus Megafuge 2.0 R)
• Bakterien-Sediment in 10 ml P1 resuspendieren
• 10 ml P2 zusetzen, mischen und für (maximal) 5 min bei RT inkubieren
• 10 ml P3 zusetzen, mischen und für 20 min auf Eis inkubieren
• 30 min mit 28000 x g (13000 Upm) bei 4°C zentrifugieren (Heraeus Suprafuge 22 mit Ausschwingrotor

HSA 13.94)
• Überstand in neue Zentrifugationsröhrchen überführen und erneut zentrifugieren
• Überstand durch ein Stück Gaze auf eine mit 10 ml QBT äquilibrierte Qiagen-tip 500-Säule auftragen
• Säule mit 2 x 30 ml QC waschen
• Elution mit 15 ml QF
• Fällung der DNA durch Zusatz von 0.7 Volumeneinheiten Isopropanol (hier: 10,4 ml)
• Sedimentieren der DNA durch Zentrifugation für 30 min mit 28000 x g bei 4°C
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• Überstand absaugen;
Sediment mit 5 ml 70% Ethanol zur Salzentfernung versetzen
und für 15 min mit 2800 x g bei 4°C zentrifugieren

• Überstand absaugen;
gefällte DNA für 10 min bei RT inkubieren, um Ethanolreste verdunsten zu lassen;
abschließend DNA in 200 µl sterilem ddH2O lösen

• 1.5 µl der DNA-Lösung mit 148.5 µl ddH2O versetzen und DNA-Gehalt spektrometrisch bestimmen
(Doppelbestimmung), siehe 2.1.7

2.1.7 Spektrometrische Bestimmung der Konzentration von
DNA-Lösungen

Zur Ermittlung der DNA-Konzentration wird die Absorption der heterocyclischen aromatischen Ringe der
Purin- und Pyrimidin-Basen im Bereich von 260 nm ausgenutzt. Doppelstrang-DNA, Einzelstrang-DNA und
Einzelstrang-Oligonucleotide besitzen infolge des unterschiedlichen Ausmaßes der Basenstapelung verschie-
dene Extinktionskoeffizienten. Eine Extinktion von 1 entspricht bei Doppelstrang-DNA einer Konzentration
von ca. 50 µg/ml, bei Einzelstrang-DNA ca. 40 µg/ml und bei Einzelstrang-Oligonucleotiden ca. 20 µg/ml.
Die Messlösung muß mindestens 250 ng/ml DNA enthalten. Ein Anhaltspunkt für die Reinheit der DNA-
Lösung ist eine zweite Extinktionsmessung bei 280 nm. Bei dieser Wellenlänge absorbieren die aromatischen
Reste von Proteinen. Gereinigte DNA-Lösungen sollten ein E260/E280-Verhältnis im Bereich von 1,8 bis 2,0
aufweisen. Niedrigere Werte deuten auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol hin.1

 Grundätzlich sollte beachtet werden, dass die von Warburg entwickelte Methode der E260/E280-
Messung ursprünglich für die Detektion von DNA-Kontaminationen in Protein-Präparationen gedacht war
und der Umkehrschluß nicht unbedingt genaue qualitative Aussagen zuläßt. So entspricht z.B. ein E260/E280-
Wert  von 1,.81, der im allgemeinen als zufriedenstellender Reinheitswert der DNA angesehen wird, einem
Nukleinsäure zu Protein-Verhältnis von 40 : 60 (Glasel, 1995; Warburg et al., 1942). Alternativen zur
E260/E280-Methode existieren, sind jedoch mit unverhältnismäßigen Rechenaufwand verbunden und somit
nicht sehr zweckmäßig.

Durchführung:

• die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit einem programmierbaren Einkanal-UV-VIS-Spektrophoto-
meter (Beckman DU-640) in einer Vierfach-Mikroküvette aus Quarzglas (Beckman Instruments)

• Leerwertbestimmung und Küvettenabgleich: Extinktionswerte von 4x150 µl ddH2O bei 260 nm und
280 nm messen, die Meßwerte der ersten Kammer als Nullpunkt setzen und die übrigen Werte zum Ab-
gleich auf den Nullpunkt verwenden

• je 1,5 µl der zu bestimmenden DNA-Lösung mit ddH2O auf 150 µl auffüllen und in die Kammern 2 - 4
der Küvette überführen; in der ersten Kammer die Wasserprobe als Referenzwert belassen

• Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm in allen vier Kammern: das Messergebnis wird vom Gerät
sowohl als Absorption bzw. Absorptionsverhältnis als auch als Konzentration in µg/µl ausgegeben, wo-
bei die 100x-Verdünnung der Mess-Lösungen bereits berücksichtigt ist

2.1.8 Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Restriktionsendonucleasen vom Typ II schneiden doppelsträngige DNA spezifisch an palindromischen Se-
quenzen, die für das jeweilige Restriktionsenzym charakteristisch sind. Sie erzeugen dabei entweder 5’- oder
3’-überhängende Enden einzelsträngiger DNA (sticky ends) oder glatte Enden (blunt ends). Je nach Enzym
variiert die Pufferzusammensetzung und Temperatur, bei der die Reaktion optimal (bezüglich Spezifität und
Geschwindigkeit) abläuft. Die verwendeten Restriktionsendonucleasen, einschließlich der zugehörigen Reak-
tions-Puffer, stammten von den Firmen Roche Diagnostics oder New England Biolabs.

Sofern nicht anders vermerkt, werden analytische Verdaue mit 0,2-1 µg DNA im Gesamtvolumen
von 10 µl (incl. 5-10 U Restriktionsenzym) für 2 h bei 37°C durchgeführt. Beim präparativen Verdau soll die
DNA vollständig geschnitten werden. Dies erreicht man durch einen Überschuß des Restriktionsenzyms (40-
100 U) sowie eine längere Inkubationsdauer (12 h).

                                                          
1 Es ist weiterhin zu beachten, dass das E260/E280-Verhältnis auch pH-abhängig ist. Bei Resuspendierung gereinigter DNA

in TE-Puffer (pH 7,5) erhält man in aller Regel die oben genannten Werte. Wird dagegen reines ddH2O (pH < 7,0) ver-
wendet, so erhält man etwas kleinere Werte, die zwischen 1,6 und 1,8 liegen.
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2.1.9 Dephosphorylierung linearer Doppelstrang-DNA

Zur Entfernung der 5'-Phosphatgruppen linearer DNA wird alkalische Phosphatase aus Pandalus borealis,
einer Tiefseegarnelenart, verwendet (SAP = shrimp alkaline phosphatase). Zur Inaktivierung der SAP wird
der Ansatz erhitzt und die Phosphatasen vollständig durch Phenol-Chloroform-Extraktion entfernt.

Materialien:

• SAP, 1 U/µl (Amersham Pharmacia Biotech) in:
25 mM Tris-HCl, pH 7.5
1 mM MgCl2

0,1 mM ZnCl2 

50% Glycerol
• 10x Dephosphorylierungspuffer (Amersham Pharmacia Biotech):

200 mM Tris-HCl, pH 8.0
100 mM MgCl2

Durchführung:

• Reaktionsansatz mit 1/10 Volumen Dephosphorylierungspuffer und der erforderlichen Menge SAP ver-
setzen; hierbei ist 1 U ausreichend für 10 pmol überhängender 5’-Enden, 2 pmol überhängender 3’-Enden
und 5 pmol glatter Enden; es gilt folgende Formel:

2

660

x

x

106

Anzahl bp

pmol Enden

gdslinearer DNA
=

µ

• Dephosphorylierung für 1.5 h bei 37°C
• SAP 15 min bei 65°C inaktivieren
• anschließend Phenol/Chloroform-Extraktion, Fällung mit EtOH und Aufnahme des Pellets in der ge-

wünschten Menge ddH2O (s. 2.1.15.2)

2.1.10 Glätten überhängender Enden von doppelsträngiger DNA

Beim Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen können Enden mit 5'-Überhang und Enden mit 3'-
Überhang entstehen, die nicht zueinander kompatibel sind. Bei Klonierungen ergibt sich oftmals das Problem,
dass DNA-Fragmente mit inkompatiblen Enden miteinander verknüpft werden müssen. Es besteht die Mög-
lichkeit, 5'- oder 3'- überhängende Enden zu glätten und die DNA-Fragmente durch sogenannte Blunt-End-
Ligation miteinander zu verknüpfen (s. 2.1.13).

2.1.10.1 Auffüllen 5'-überhängender Enden mit Klenow-Enzym

Klenow-Enzym, das große Fragment der E. coli DNA-Polymerase I besitzt 5' → 3'-Polymerase- und 3' → 5'-
Exonuclease-Aktivität. Erstere kann in Anwesenheit von Nucleosidtriphosphaten zum Auffüllen
5'-überhängender Enden genutzt werden, so dass man glatte DNA-Enden (blunt ends) erhält. Da Klenow-
Enzym in praktisch allen Reaktionspuffern für Restriktionsenzyme aktiv ist, kann DNA aus Restriktions-
verdau-Ansätzen direkt für die Auffüllreaktion eingesetzt werden.

Materialien:

• Klenow-Enzym (Roche Diagnostics)
• dNTP-Stammlösung, enthält je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Roche Diagnosics)

Durchführung:

• 0,1-0,4 µg DNA mit dNTP-Stammlösung und ddH2O versetzen, so dass die Endkonzentration je dNTP
20 µM, das Reaktionsvolumen 20 µl beträgt

• Reaktion durch Zugabe von 1-5 U Klenow-Enzym starten, für 15 min bei 30°C inkubieren
• Enzym durch Erhitzen auf 75°C für 10 Minuten inaktivieren
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2.1.10.2 Abbau 3'-überhängender Enden mit T4-DNA-Polymerase

Die T4-DNA-Polymerase besitzt die selben enzymatischen Eigenschaften wie Klenow-Enzym. Die 3' → 5'-
Exonuclease-Aktivität ist im Vergleich zum Klenow-Enzym jedoch ca. 200-fach stärker. Daher eignet sich
die T4-DNA-Polymerase zum Abbau 3'-überhängender Enden.

Materialien:

• T4-DNA-Polymerase (New England Biolabs)
• T4-DNA-Polymerase Puffer (100x), (New England Biolabs):

500 mM NaCl
100 mM Tris-HCl, pH 7,9
100 mM MgCl2

10 mM DTT
• Rinderserum-Albumin (100x) (BSA, New England Biolabs), enthält 5 mg BSA/ml
• dNTP-Stammlösung (siehe 2.2.10.1)

Durchführung:

• 0,1-0,4 µg DNA mit dNTP-Stammlösung (Endkonzentration je dNTP 20 µM), Reaktionspuffer, BSA-
Stammlösung und ddH2O auf 20 µl Reaktionsvolumen auffüllen; da T4-DNA-Polymerase in den meisten
Reaktionspuffern für Restriktionsenzyme aktiv ist, kann zum Teil auf Zugabe des Puffers verzichtet wer-
den

• Reaktion durch Zugabe von 1-3 U T4- DNA-Polymerase starten, für 20 min bei 12°C inkubieren
• Enzym durch Erhitzen auf 75°C für 10 Minuten inaktivieren

2.1.11 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von
DNA-Fragmenten

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im Größenbereich von 0,5 – 10 kb eignen sich 0.7 – 1,0 %-ige
Agarose-Gele, die sowohl für analytische als auch präparative Auftrennungen verwendet werden können.

Materialien:

• DNA Typing Grade Agarose (Life Technologies)
• SeaKEM GTG Agarose (FMC BioProducts)
• Ethidiumbromid-Stammlösung, 10 mg/ml
• 50x TAE-Puffer:

242 g Tris-Base
57.1 ml Eisessig
100 ml 0.5 M EDTA, pH 8,0
mit ddH2O auf 1 l auffüllen; zur Verwendung Puffer 1:50 mit ddH2O verdünnen

• 10x Proben-Auftragspuffer:
in 5 ml ddH2O jeweils 20 mg (d. h. 0.4% (w/v)) der folgenden Farbstoffe lösen:
Bromphenol-Blau (Sigma-Aldrich)
Xylen-Cyanol FF (Sigma-Aldrich)
Orange-G (Sigma-Aldrich)
sowie 1 g (d. h. 20%) Ficoll 400 (Amersham Pharmacia Biotech); bei 4°C aufbewahren

• 1 kb-Leiter (Life Technologies):
250 µl Molekulargewichtsmarker-Stammlösung (1 µg/µl DNA) mit 100 µl 10x Proben-Auftragspuffer
versetzen und mit 1xTAE-Puffer auf 1 ml auffüllen; bei 4°C aufbewahren;
Konzentration der Gebrauchslösung: 250 ng/µl; 4 µl Gebrauchslösung (entspricht 1 µg DNA) auftragen

Durchführung:

• Gießen des Gels (1% Agarose):
3 g Agarose mit 300 ml 1x TAE-Puffer versetzen und im Mikrowellenherd erhitzen, bis eine klare Lö-
sung entsteht; Lösung mit 15 µl Ethidiumbromid-Lösung versetzen und in eine Flachbett-Gießapparatur
(Owl Scientific bzw. Stratagene) der gewünschten Größe ausgießen

• Probenvorbereitung:
Proben mit je 1 µl 10x Proben-Auftragspuffer versetzen und mit ddH2O auf 10 µl auffüllen; 
Proben und Marker-Gebrauchslösung in die Taschen des auspolymerisierten Gels geben
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• Gel-Lauf und photographische Dokumentation:
die Auftrennung erfolgt bei konstanter Spannung (ca. 70 V für ca. 90 min oder 20 V über Nacht) bei einer
Stromstärke von maximal 350 mA (Power Pac 300, BioRad); zur Fotodokumentation (Polaroid-
Sofortbildkamera MP4 bzw. Amersham Pharmacia Biotech Image Master) kann die Elektrophorese je-
derzeit unterbrochen werden. Die Fluoreszenz-Anregung der gefärbten DNA erfolgt mit langwelligem
UV-Licht (312 nm, UV-Leuchttisch Bachofer). Bei präparativen Auftrennungen (s.u.) wird die DNA dem
UV-Licht möglichst wenig ausgesetzt, um Schädigungen zu vermeiden.

2.1.12 Reinigung von DNA aus präparativen Agarose-Gelen

Gebräuchliche Methoden, um DNA aus Agarose-Gelen zu eluieren, sind Elektroelution, Extraktion durch
organische Lösemittel, Freeze-Squeeze-Techniken oder Solublisierung der Gelmatix durch chaotrope Rea-
gentien mit nachfolgender Bindung der DNA an Silicagel-Glasmilchsuspensionen (GeneClean II-Methode).
Die angewandte Methode zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen beruht auf der Fähigkeit
von Silicagel (in wäßriger Suspension, sog. „Glasmilch“), in Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper
Salze, wie z.B. Natriumiodid, DNA zu adsorbieren. Zunächst wird das Agarosegelstück, welches die DNA
enthält, ebenfalls mit Hilfe des chaotropen Salzes, das die Wasserstoffbrücken zwischen den Zuckereinheiten
des Agarosepolymers zerstört, solubilisiert. Die hohe Salzkonzentration führt weiterhin dazu, dass eventuell
gebundene Proteine von der DNA abdissoziieren. Die Elution erfolgt (bei einem pH-Wert oberhalb von 7,5)
durch Absenken der Ionenstärke und Erhöhung der Temperatur.

Materialien:

GeneClean II-Kit (Bio 101) zur Reinigung von DNA-Fragmenten mit einer Größe von mehr als 500 bp:
• 6 M Natriumiodid-Lösung (NaI)
• NEW-Waschlösung:

14 ml NEW-Konzentrat mit 280 ml ddH2O mischen, 310 ml 100%- Ethanol hinzufügen, bei -20°C lagern;
enthält Tris-HCl und Tris-Base, so dass der pH-Wert je nach Temperatur zwischen 7,0 und 8,5 liegt.

• Glasmilch:
Silica-Matrix, suspendiert in ddH2O; Bindungskapazität: 1-2 µg DNA pro µl Glasmilch

Durchführung:

• DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.11) auftrennen
• gewünschte Bande mit einem sterilen Skalpell so aus dem Gel ausschneiden, dass die Einwirkzeit des

UV-Lichtes minimiert wird (max. 60 sec; sonst Gefahr der Thymidin-Dimer-Bildung: irreparable Schä-
digung der DNA), zu kleinen Stückchen schneiden und abwiegen

• Gelstück in 3 Vol. (wobei 1 g Agarose als 1 ml gerechnet wird) NaI-Lösung in 15 ml Polypropylen-
Röhrchen so lange bei 55°C solubilisieren, bis sich das Gelstück vollständig aufgelöst hat

• pro 5 µg DNA 10 µl (per Vortex) resuspendierte Glasmilch-Suspension zusetzen (standardmäßig bei
DNA-Mengen zwischen 2 und 10 µg 20 µl Glasmilch verwenden)

• Suspension für 15 min bei RT oder auf Eis inkubieren; die Bindung der DNA an die Silica-Matrix benö-
tigt auf Eis 15 min bis 1 h, wobei die Glasmilch zwischendurch immer wieder aufgeschüttelt werden
sollte, um den Kontakt zwischen zu bindender DNA und den Partikeln zu gewährleisten

• 2 min mit 4000 Upm (Heraeus Megafuge 2.0 R mit Ausschwingrotor) zentrifugieren
• Überstand verwerfen,

10-50 Volumen NEW Waschlösung zum Sediment geben und durch vortexen resuspendieren,
dann in 1.5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführen, 1 min bei max. Geschwindigkeit zentrifugieren
(Heraeus Biofuge 15 R mit Winkelrotor HFA 22.2, # 3042)

• Waschvorgang zweimal wiederholen
• zur Entfernung anhaftender Ethanolreste Sediment für 15 min bei RT trocknen lassen
• Elution durch Vortex-Resuspendierung des Sediments in 20-25 µl ddH2O und Inkubation der Suspension

für 5 min bei 55°C
• nach Zentrifugation für 1 min bei max. Geschwindigkeit DNA-haltigen Überstand abnehmen und Silica-

Sediment zur Erhöhung der Ausbeute ein zweites Mal wie oben beschrieben eluieren
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2.1.13 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3’-Hydroxyl-
und 5’-Phosphat-Enden doppelsträngiger DNA-Fragmente, wobei sowohl kohäsive als auch stumpfe Enden
miteinander verknüpft werden. Die Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Plasmiden ist von ver-
schiedenen Faktoren abhängig:
• Konzentration der Plasmid-DNA:

Bei zu geringer Absolut-Konzentration ist die Religation des Plasmids (also der intramolekulare Ring-
schluß) die bevorzugte Reaktion (sofern kompatible, phosphorylierte Enden vorliegen). Ist die Konzen-
tration zu hoch, so bilden sich bevorzugt lineare Oligomere (intermolekulare Reaktion). Folglich wird bei
größeren Volumina die Religation des Plasmids bevorteilt.

• Verhältnis von Plasmid-DNA zur einzufügenden Fragment-DNA:
Die Anzahl der einzufügenden Fragment-DNA-Moleküle mindestens doppelt so groß sein wie die Anzahl
der linearisierten Plasmid-DNA-Moleküle.

• optimale Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:
Die Absolut-Konzentration an Plasmid-DNA sollte so hoch sein, dass die intermolekulare Reaktion leicht
bevorzugt ist. Dieser Wert ist abhängig von der Größe der Plasmid-DNA und liegt beispielsweise für ein
6 kb-Plasmid bei ca. 50-100 ng/µl.

Bei der Ligation von DNA-Fragmenten mit kohäsiven Enden sind zwei Fälle zu unterscheiden:
• Das einzufügende Fragment besitzt identische kohäsive Enden:

Das Plasmid muss also nur mit dem entsprechenden Restriktionsenzym verdaut werden. Der linearisierte
Vektor besitzt phosphorylierte kompatible Enden und wird in der Ligationsreaktion sehr leicht wieder re-
circularisiert. Um die unerwünschte Religation möglichst gering zu halten, wird der geschnittene Vektor
vor der Ligation mit SAP dephosphoryliert (s. 2.1.9). Bei der Ligation des Vektors mit dem einzufügen-
den Fragment werden daher nur zwei Phosphodiester-Bindungen geknüpft (zwischen den phosphory-
lierten 5’-Enden des Fragments und den 3’-OH-Enden des Vektors), es verbleiben zwei Lücken (zwi-
schen den dephosporylierten 5’-Enden des Vektors und den 3’-OH-Enden des Fragments) im rekombi-
nanten Plamid, die erst nach der Transformation von bakteriellen Enzymen aufgefüllt werden (Phospho-
rylierung und anschließende Ligation). 
Weiterhin gibt es auf Grund der identischen kohäsiven Enden zwei mögliche Orientierungen für das ein-
zufügende Fragment, die durch asymmetrischen Restriktionsverdau unterschieden werden müssen.

• Das einzufügende Fragment besitzt unterschiedliche kohäsive Enden („Idealfall“):
Das Plasmid muss hier mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut werden, damit kompatible
Enden für das Einfügen des Fragments vorliegen. Da der linearisierte Vektor damit unterschiedliche ko-
häsive Enden besitzt, ist die Religationsrate sehr gering und eine Dephosphorylierung nicht notwendig.
Auf Grund der unterschiedlichen kohäsiven Enden wird das Fragment nur in der gewünschten Orientie-
rung eingefügt.

• Das einzufügende Fragment sowie der linearisierte Vektor besitzen glatte Enden:
Die Verknüpfung glatter Enden erfolgt - im Vergleich zu kompatiblen kohäsiven Enden - mit geringerer
Effizienz. Um Selbstligationen des Vektors zu minimieren, kann dephosphoryliert werden. Das Fragment
kann in beiden Orientierungen eingefügt werden.
Zusätzlich können sowohl 5'-überhängende Enden (Auffüllen mit Klenow-Enzym, s. 2.1.10.1) als auch
3'-überhängende Enden (Abbau mit T4-Polymerase, s. 2.1.10.2) in glatte Enden umgewandelt werden, so
dass eine blunt-end-Ligation die Verknüpfung von DNA-Fragmenten mit ursprünglich inkompatiblen
Enden ermöglicht.

Bei der „Ein-Topf“-Ligation entfällt die Präparation durch Restriktionsverdau und Dephosphorylierung der
Vektor-Komponente einer Ligationsreaktion. Sofern die Schnittstellen es erlauben, kann die komplette Reak-
tionsfolge in einem Schritt und in einem Reaktionsgefäß durchgeführt werden (s. 2.1.13.2).

2.1.13.1 Ligation Gel-eluierter DNA-Fragmente

Die folgende Vorschrift eignet sich sowohl für die Ligation kohäsiver als auch glatter Enden:

Materialien:
Rapid DNA Ligation Kit (Roche Diagnostics), bestehend aus:
• T4-DNA-Ligase (5 U/µl)
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• 2x Ligationspuffer: Zusammensetzung nicht angegeben
• 5x DNA-Verdünnungspuffer: Zusammensetzung nicht angegeben

Durchführung:

• linearisierten Vektor und einzufügendes Fragment im gewünschten Verhältnis (Insert zu Vektor ca. 5 : 1)
zusammengegeben, 2 µl 5x DNA-Verdünnungspuffer zugeben und mit ddH2O auf 10 µl auffüllen

• 10 µl 2x Ligationspuffer zugeben, gründlich mischen
• 1 µl T4-DNA-Ligase zugeben, gründlich mischen
• 5-30 min bei RT inkubieren
• Aliquot des Ansatzes (ca. 2 µl) zur Transformation eines geeigneten E. coli-Stammes verwenden (s.

2.1.4)

2.1.13.2 „Ein-Topf“-Ligation

Bei herkömmlichen blunt-end-Klonierungen wird der Vektor zunächst geschnitten und gegebenenfalls de-
phosphoryliert, überhängende Enden aufgefüllt oder abgedaut und schließlich folgt die gelelektrophoretische
Reinigung. Die „Ein-Topf“-Ligation hat demgegenüber den Vorteil, dass alle Reaktionen in einem einzigen
Reaktionsgefäß durchgeführt werden können. Zu ungeschnittenem Vektor und gelgereinigtem Fragment wer-
den Restriktionsenzym, T4-DNA-Ligase sowie T4-DNA-Polymerase (s. 2.1.10.2) oder Klenow-Fragment (s.
2.1.10.1) gegeben. In diesem Ansatz finden Restriktionsverdau und Religation des Vektors zunächst im
Gleichgewicht statt. Überhängende Enden des Fragments werden gegebenenfalls aufgefüllt und zu einem
gewissen Prozentsatz mit glatten Enden in den Vektor ligiert. Mit dieser Ligationsreaktion wird die Erken-
nungssequenz des Restriktionsenzyms unterbrochen, so dass bei erfolgter Klonierung das Insert nicht mehr
herausgeschnitten werden kann. Diese Sackgassenreaktion entzieht dem vorgelagerten Gleichgewicht nach
und nach die Vektor-Komponente, so dass nach einiger Zeit eine ausreichende Menge an gewünschten Liga-
tionsprodukten zur Verfügung steht.
Diese Klonierungsstrategie ist immer dann einsetzbar, wenn das Fragment einerseits keine Schnittstelle des
verwendeten Restriktionsenzymes aufweist. Andererseits muss nach der erfolgten Ligation die Erkennungsse-
quenz verändert und somit für das Enzym nicht mehr zugänglich sein.

Materialien:

• T4-DNA-Ligase, 1 U/µl (Roche Diagnostics)
• 10x Ligationspuffer (Roche Diagnostics):

660 mM Tris-HCl, pH 7.5
50 mM MgCl2

10 mM DTT
10 mM ATP

• T4-DNA-Polymerase, 4 U/µl (Roche Diagnostics),
• Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase I, 1 U/µl (Roche Diagnostics)
• 10 mM dNTP-Mix (Biozym)

Durchführung:

• ungeschnittener Vektor, gelgereinigtes und geschnittenes Fragment und Restriktionsenzym zusammenge-
ben (falls überhängende Enden aufgefüllt werden müssen, zusätzlich T4-DNA-Polymerase (ca. 8 U) oder
Klenow-Fragment (ca. 2 U) sowie dNTP-Mix (Endkonzentration 150 µM) zugeben

• 1 µl 10x Ligationspuffer sowie T4-DNA-Ligase (ca. 5-7,5 U) zugeben, gründlich mischen
• 24 - 48 h bei 14°C inkubieren
• Aliquot des Ansatzes (ca. 2 µl) zur Transformation eines geeigneten E. coli-Stammes verwenden (s.

2.1.4)
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2.1.14 PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine effiziente Methode, um ein spezifisches DNA-Segment selek-
tiv zu amplifizieren. Eine thermostabile Polymerase (Taq-Polymerase) katalysiert nach dem Denaturierungs-
Schritt und dem Hybridisieren der Primer an die DNA-Matrize (Annealing) die Verlängerung der Primer
(Extension: DNA-Synthese). Durch die zyklische Anwendung von Denaturierung, Annealing und Extension
gelingt die Amplifikation des gewünschten DNA-Fragments.

2.1.14.1  Primer-Design

Primer wurden mit Hilfe des Programms „PRIMER“ (Bestandteil der Sequenzanalyse-Software HUSAR,
DKFZ, Heidelberg) ausgewählt. Folgende Programm-Parameter werden eingestellt:
• minimale Wahrscheinlichkeit der Primer-Dimer-Bildung und Sekundärstruktur-Bildung innerhalb eines

Primers durch Selbst-Komplementarität
• 40-70 % GC-Gehalt; ähnlicher GC-Gehalt von Primern und zu amplifizierenden Sequenz
• Stabilität der Primers am 5'-Ende größer als am 3'-Ende
• ähnliche Schmelztemperatur (Tm, berechnet nach der Nearest-Neighborhood-Methode) der Primer: ma-

ximaler Unterschied: 1°C; Lage: ca. 60°C
• Länge der Primer 18-22 bp
Um nur ein einziges DNA-Fragment spezifisch zu amplifizieren, sollte die Primer-Sequenz in der Matrizen-
Probe nicht wiederholt vorhanden sein oder große Ähnlichkeit zu anderen Sequenzen besitzen. Deshalb wurde
mit Hilfe der Algorithmen „BLASTN“ und „FASTA“ die Datenbanken des EMBL, Heidelberg, nach zur
Primer-Sequenz ähnlichen Sequenzen durchsucht. Bei negativem Suchergebnis wird der Primer tatsächlich in
der PCR eingesetzt. Die Primer-Synthese erfolgte durch die Firmen Eurogentec oder Life Technologies.

2.1.14.2  PCR-Reaktion

Auf Grund des exponentiellen Charakters der PCR müssen selbst kleinste Verunreinigung von Reagenzien
und Materialien mit PCR-Produkt vermieden werden. Das Pipettieren des PCR-Ansatzes findet räumlich
getrennt von dem Ort statt, an dem das PCR-Produkt analysiert wird, wobei ein hierfür reservierter Pipetten-
Satz verwendet wird. Alle für die PCR bestimmten Reagenzien werden in Aliquots gelagert. Steriles ddH2O
wird ebenfalls nur einfach verwendet. Vermutlich mit PCR-Produkt verunreinigte Reagenzien werden ausge-
tauscht, verunreinigte Gegenstände werden mit UV-Licht bestrahlt oder mit 1 M HCl behandelt. Alle PCR-
Reaktionen, die nicht einer Klonierung dienten, werden mit herkömmlicher Taq-Polymerase durchgeführt.
Präparative Amplifikationen zum Zweck einer Klonierung wurden dagegen mit dem Expand High Fidelity
Polymerasen-Mix (Roche Diagnostics) angesetzt. Neben der herkömmlichen Taq-Polymerase zur DNA-
Synthese ist Pwo-Polymerase enthalten, die mit ihrer 3' → 5'-Exonuclease-Aktivität fehlgepaarte Basen wieder
entfernen kann und somit eine erheblich verbesserte Fehlerquote der PCR-Reaktion bewirkt.

Materialien:

• Taq-Polymerase, 5 U/µl (Qiagen), oder:
• Expand High Fidelity Taq-Polymerase PCR System, 3,5 U/µl (Roche Diagnostics)
• 10x PCR-Puffer (Qiagen):

enthält 15 mM MgCl2, pH 8,7; keine genaue Angabe der Zusammensetzung
• 5x Q-Lösung (Qiagen):

enthält Betain, keine genaue Angabe der Zusammensetzung
• 25 mM MgCl2 (Qiagen)
• 10 mM dNTP-Mix:

je 2,5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Biozym)
• spezifische Primer:

10 µM forward-Primer; 10 µM reverse-Primer
• steriles ddH2O
• Filter-Pipettenspitzen (AGS bzw. Biozym)
• dünnwandige 0,2 ml-Reagenzgefäße (Biozym bzw. Roth)
• PCR-Gerät „Thermo-Cycler“: Gene-Amp 9600 bzw. Gene-Amp 9700 (Perkin Elmer)
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Tabelle 2.1: Zusammensetzng einer Standard-PCR-Reaktion

Volumen pro EndkonzentrationKomponenten
{PRIVATE} Reaktion im Ansatz

PCR-Mix: 10x PCR-Puffer (Qiagen) 5  µl 1x 

5x Lösung Q (Qiagen) 10  µl 1x 

25 mM MgCl2 3  µl 1,5 mM 

10 mM dNTP-Mix 1  µl 200 µM 

10 µM forward-Primer 1  µl 0,2 µM 

10 µM reverse-Primer 1  µl 0,2 µM 

ddH2O 29,5 µl - x µl - 

DNA: Plasmid bzw. genomische DNA x µl Endvolumen: 50 µl 

Enzym: Taq-DNA-Polymerase (Qiagen) 0,5 µl 2-5 U/50 µl 

Tabelle 2.2: Ablauf des Standard-PCR-Programms

{PRIVATE}Programmschritt Dauer Temperatur

Initiale Denaturierung der DNA: 1 min 94°C 

3-Schritt PCR (Zahl der Zyklen: 22-40): Denaturieren 30 sec 94°C 

Annealing2 30 sec 54-70°C 

Extension 0,5-3 min3 72°C 

finale Elongation: 2-5 min 72°C 

Nach Beendigung des PCR-Programms können die Proben über Nacht bei 4°C oder für längere Zeit bei
-20°C gelagert werden.

Durchführung:

Für eine Standard-PCR-Reaktion werden die in Tabelle 2.1 angegebenen Komponenten in einem auf Eis
vorgekühlten, dünnwandigen 0,2 ml-Reagenzgefäß in der angegebenen Reihenfolge gemischt. Der PCR-Mix
wird für alle Reaktionen, die unter den gleichen Bedingungen ablaufen sollen, gemeinsam in einem 1,5 ml-
Reagenzgefäß angesetzt, gemischt und anschließend auf die einzelnen Reagenzgefäße verteilt. Die Zusam-
mensetzung der PCR-Reaktionen wird durch Variation der MgCl2-Konzentration (1,5-5,0 mM), den Einsatz
verschiedener Puffer und die Zugabe optionaler Zusätze wie DMSO, Formamid, Triton X-100 oder Glycerol
optimiert. Als Negativkontrolle dient eine Reaktion ohne DNA-Zusatz. Sofort nach der Zugabe der Taq-
Polymerase werden die Proben in den „Thermo-Cycler“ gesetzt. Da der Deckel des Geräts beheizt ist und so
ein Verdunsten der Proben verhindert, ist das Überschichten der Proben mit Mineralöl nicht nötig. Ein Stan-
dard-Programm für den „Thermo-Cycler“ ist in Tabelle 2.2 dargestellt. Ein Aliquot jedes PCR-Ansatzes wird
zur Auswertung auf einem analytischen Agarose-Gel aufgetrennt.

2.1.14.3 Colony-PCR

Die Colony-PCR dient als Alternative zur klassischen Charakterisierung von Plasmid-DNA durch Mini-
Präparation im Anschluß an die Transformation von E. coli-Bakterien. Soll nur das Vorhandensein des inser-
tierten Fragmentes überprüft werden, sind die Primer so zu wählen, dass sie stromaufwärts und stromabwärts
der verwendeten Klonierungsstelle an die Vektor-Matrize binden. Kann bei Klonierungen das Insert in zwei
                                                          
2 Für jedes Primer-Paar muss die optimale Annealing-Temperatur ermittelt werden.
3 Je nach Länge des PCR-Produktes; Faustregel: pro 1 kb Länge 1,5 min „Elongation“.
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Orientierungen eingefügt werden, sollte durch Auswahl eines dritten Primers, der asymmetrisch im Insert
bindet, zusätzlich die Insertionsrichtung festgestellt werden. In jedem Fall sind die zu wählenden PCR-
Bedingungen zunächst mit dem Ausgangsvektor zu optimieren, wobei die Anlagerungstemperatur der Primer
an die Matrizen-DNA (Annealing-Temperatur) nach der Faustregel „Schmelztemperatur der Primer bei der
gewählten Salzkonzentration, minus 2-3°C“ gewählt werden sollte. Die der Klonierung zugrunde liegende
Vektor-DNA wird bei der eigentlichen Colony-PCR als Positivkontrolle verwendet.
Die Bakterienklone werden dabei zunächst auf numerierte LB-Amp-Platten („Grid-Platten“) überführt und
mit Hilfe eines Zahnstochers oder Pipettenspitze in die PCR-Reaktion eingebracht. Eine initiale Denaturie-
rung für 60 sec bei 94°C ist ausreichend, um die Bakterienzellwand zu denaturieren, so dass die Plasmid-
DNA als Matrize freigesetzt wird. Das Detergens Triton X-100 als Additiv wirkt hier unterstützend. Längere
Inkubationszeiten bei 94°C wirken sich schädlich auf die verwendete Plasmid-Matrize aus (nicht gezeigt).

Durchführung:

• zusätzlich zu den Reagenzien der Standard-PCR-Reaktion (s. 2.1.14.2) folgende Komponenten zugeben:
(NH4)SO4 (500 mM) 15-30 mM finale Konzentration
BSA (1 µg/ml) 100 µg/ml finale Konzentration
Triton X-100 0.1% finale Konzentration
Taq-Polymerase (5 U/µl) 2-2.5 U
Endvolumen: 50 µl

• Kolonie mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers oder Pipettenspitze picken und durch mehrmaliges Drehen
zwischen den Fingern quantitativ ablösen, so dass die Lösung trübe erscheint

• im „Thermo-Cycler“ wie in Tabelle 2.2 inkubieren
• Aliquot jeder Reaktion auf ein analytisches Agarose-Gel auftragen und elektrophoretisch auftrennen

2.1.15 Reinigung von PCR-Reaktionsprodukten
(Wybranietz & Lauer 1998)

Wenn keine geeigneten Restriktionsschnittstellen für eine direkte Klonierung zur Verfügung stehen, kann die
Konstruktion mittels PCR-Klonierung vorgenommen werden. Dazu werden die Erkennungssequenzen der
gewünschten Restriktionsendonucleasen zusätzlich in die Sequenz der Oligonukleotid-Primer eingebaut.
Werden solchermaßen amplifizierte DNA-Fragmente nachverdaut, können sie in Vektoren mit gleichen über-
hängenden Enden ligiert werden. Ohne weitere Aufreinigung dieser PCR-Produkte werden jedoch nur sehr
schlechte Transformationseffizienzen erzielt. Ursache dafür ist, dass die Taq-Polymerase –fest gebunden an
die DNA- die Aufreinigungsschritte einer Phenol/Chloroform-Extraktion, Ethanol-Fällung, Gelreinigung oder
selektiven Adsorption der DNA an Silicagel-Matrices bei voller Aktivität übersteht (Shuldiner et al. 1990;
Aslanidis et al. 1992; Hinnisdaels et al. 1996). Da Nucleosid-Triphosphate dieselben Behandlungen teilweise
ebenfalls überstehen, ist die Polymerase beim nachfolgenden Verdau der PCR-Produkte zu Fragmenten mit
überhängenden Enden aktiv. Durch Restriktionsverdau erzeugte überhängende Enden der PCR-Fragmente
werden durch verbleibende Polymerase-Moleküle bei gleichzeitig vorhandenen Restmengen an Nucleotiden
effektiv zu glatten Enden aufgefüllt, wodurch eine Ligation mit kohäsiven Fragmentenden verhindert wird
(Crowe et al., 1991; Barnes, 1992).

Als Ergebnis eigener Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Abtrennung der erzeugten
PCR-Produkte von Restmengen an Taq-Polymerase ganz entscheidend für die Effizienz der nachfolgenden
Ligation ist. Deshalb wurde ein effizientes Aufreinigungsprotokoll etabliert (Wybranietz & Lauer 1998), mit
dem sich die überschüssige Taq-Polymerase durch Proteinase K-Denaturierung (Crowe et al. 1991) quantita-
tiv aus dem Reaktionsgemisch entfernen läßt. Durch die Kombination bisher einzeln verwendeter Aufreini-
gungsschritte im Anschluß einer PCR-Reaktion kann gewährleistet werden, dass Primer, Nucleotide, Salze
und vor allem Enzyme effektiv von der DNA-Präparation abgetrennt werden und so eine Klonierung mit den
gewünschten köhasiven Enden stattfinden kann. Als Konsequenz dieser Untersuchungsergebnisse wurden
deswegen nachfolgend alle Proben der amplifizierten Fragmente einer sequentiellen Behandlung (Proteinase
K-Verdau, Phenol/Chloroform-Extraktion, EtOH-Fällung, selektive Bindung der DNA an Silicagel-Matrix
[QIAprep PCR Purification Kit] gefolgt von einer Elution unter Niedrigsalzbedingungen) unterzogen. Die
folgende Übersicht faßt die Sequenz der Reinigungsschritte zusammen:
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Konzept zur Aufreinigung von PCR-Produkten für die Klonierung mit überhängenden Enden

Durchführung:

• zunächst eine Standard-PCR-Reaktion (s. 2.1.14.2) mit optimierter Annealing-Temperatur und Exten-
sion-Zeit und im präparativen Massstab durchführen, d.h. in der Regel 10-20 Reaktionen á 50 µl

• 5 µl-Aliquot jeder Reaktion auf ein analytisches Agarose-Gel auftragen und elektrophoretisch auftrennen
• sofern singuläre Banden der vorausberechneten Größe detektiert werden, mit dem Aufreinigungs-

Protokoll fortfahren; beim Auftreten von Störbanden PCR-Bedingungen erneut optimieren und PCR-
Produkte präparativ amplifizieren

• PCR-Ansätze in einem 1,5 ml-Reaktionsgefäß vereinigen
• Proteinase K-Verdau (s. 2.1.15.1)
• Phenol-Chloroform-Extraktion (s. 2.1.15.2)
• PCR-Purification-Kit (s. 2.1.15.3)
• präparativer Restriktionsverdau (s. 2.1.8):

im Reinigungs-Schritt zuvor eluierte DNA komplett für den Restriktionsverdau verwenden,
10x-Restriktions-Puffer verwenden, in dem beide Enzyme mindestens 75% Aktivität besitzen;
möglichst konzentrierte (40 U/µl) Restriktions-Enzyme einsetzen:

30 µl DNA (PCR-Fragment)
 7 µl 10x-Restriktions-Puffer
 2 µl Enzym 1 (40 U/µl)
 2 µl Enzym 2 (40 U/µl)
29     µl      H2O
70 µl max. Endvolumen (begrenzt durch anschließenden Aufreinigungs-Schritt)

• Reaktionsgemisch über Nacht bei 37°C inkubieren
• Nucleotide-Removal-Kit (s. 2.1.15.3)
• (optional) Test-Ligation:

bei erfolgreicher Aufreinigung besitzen die PCR-Fragmente ligationsfähige, überhängende Enden der
verwendeten Restriktionsenzyme; nach Selbst-Ligation dieser Fragmente sollte im Agarose-Gel eine
Leiter der Fragment-Multimere zu sehen sein; diese Test-Ligation wird am besten mit einer hochkonzen-
trierten T4-DNA-Ligase (100 U/µl) durchgeführt, z.B. aus dem Clontech Ligation Kit (Clontech).
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2.1.15.1 Proteinase K-Verdau

Das Enzym Proteinase K (Roche Diagnostics) verdaut alle Proteine, die sich im Reaktionsgemisch befinden;
hier insbesondere überschüssige Taq-Polymerase der PCR-Reaktion.

Materialien:

• Proteinase K, 14,3 mg/ml (Roche Diagnostics), in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
• 1 M Tris-HCl, pH 8,0
• 20% SDS

Durchführung:

• folgende Reagenzien zu den vereinigten PCR-Ansätzen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß geben:
   450 µl DNA

    12,5 µl 20% SDS → final: 0,5% SDS
      5 µl 1M Tris-HCl, pH 8,0 → final: 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
     1.75 µl Proteinase K (14,3 mg/ml) → final: 50 µg/ml Proteinase K

        30,75   µl H2O
  500 µl Endvolumen

• Reaktionsgemisch für 90 min bei 37°C inkubieren, anschließend 10 min bei 68°C hitzeinaktivieren

2.1.15.2 Phenol/Chloroform-Extraktion

Mittels Phenol/Chloroform-Extraktion können verunreinigende Proteine (bei der Aufreinigung von DNA-
Proben) selektiv durch Phasentrennung aus einem Reaktionsgemisch entfernt werden.

Materialien:

• Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1), (PCI):
250 g Phenol im Wasserbad bei 65°C schmelzen; 
dem flüssigen Phenol 0,25 g Hydroxychinolin (Sigma) als Antioxidans/RNase-Inhibitor zusetzen;
Lösung zu je 22,5 ml aliquotieren und bei -20°C aufbewahren;
zum Gebrauch ein Aliquot auftauen, mit 5 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 9,5 versetzen, mischen und mit
22,5 ml Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) auffüllen;
abschließend Gemisch für 2 h mit 1900 g zur Phasentrennung zentrifugieren, bei 4°C aufbewahren

• Chloroform
• 3M NaAc, pH 4,8:

9,84 g Natriumacetat in 30 ml ddH2O lösen, mit (viel!) Eisessig auf pH 4,8 einstellen, mit ddH2O auf
40 ml auffüllen und autoklavieren

• Ethanol, 100 %
• Ethanol, 70 % (w/v)

Durchführung:

• zur DNA-Protein-Lösung 1 Volumenteil (1 Vol.) PCI (hier: 500 µl) zugeben
• 5 min mit 18000 x g (ca. 14000 Upm) bei 4°C zur Phasentrennung zentrifugieren
• untere organische Phase (PCI) vollständig absaugen und die wäßrige Phase erneut mit Phenol extrahieren

(s. o.)
• nach Entfernung der phenolhaltigen Phase die obere wäßrige Phase mit 1 Vol. Chloroform extrahieren
• 5 min mit 18000 x g (ca. 14000 Upm) bei 4°C zentrifugieren
• untere organischen Phase verwerfen,

wäßrige Phase in frische 2 ml-Reaktionsgefäße überführen
• zur DNA-Fällung mit 2,5 Vol. eiskaltem 100%-Ethanol (hier: 1250 µl) und 1/10 Vol. 3M NaAc, pH 4,8

(hier: 50 µl) versetzen
• 30-60 min bei –80°C präzipitieren
• 30 min mit 18000 x g bei 4°C zentrifugieren
• Überstand absaugen, je 500 µl kaltes 70% -Ethanol zugeben (Salzentfernung)
• 5 min mit 18000 x g bei 4°C zentrifugieren
• Überstand absaugen, gefällte DNA 10 min bei RT inkubieren, um Ethanolreste verdunsten zu lassen
• abschließend DNA-Pellet in 30-50 µl ddH2O lösen
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2.1.15.3 Aufreinigen von PCR-Reaktionen und Restriktionsverdauen

PCR-Reaktionen enthalten neben dem gewünschten PCR-Produkt auch noch Primer, freie Nucleotide, Salze
und Polymerase, deren Abtrennung für eine Verwendung des PCR-Produktes in Klonierungen und anderen
enzymatischen Reaktionen notwendig ist. Durch Adsorption der gewünschten DNA an eine Silicagel-
Membran in einem Zentrifugenröhrchen kann zumindest ein Teil der nicht erwünschten Verunreinigungen
mittels Zentrifugation abgetrennt werden. Je nach Zusammensetzung des Hochsalzpuffers werden DNA-
Fragmente unterschiedlicher Größe an die Silicagel-Membran gebunden, sofern der pH-Wert unter 7.5 liegt;
die Elution erfolgt dann unter Niedrigsalzbedingungen (mit ddH2O). Die Säulchen der QIAquick column-Serie
(Qiagen) besitzen eine Bindungskapazität von 10 µg DNA bei einer Elutionsausbeute von bis zu 95%.
Das QIAquick PCR Purification Kit-Protokoll dient der Aufreinigung von DNA-Fragmenten von 100 bp bis
10 kb, während alle kleineren Fragmente wie Primer oder Primer-Dimere effektiv abgetrennt werden.
Bei gleichem Anwendungsprinzip wie der Aufreinigung von PCR-Reaktionen verwendet das QIAquick
Nucleotide Removal Kit (Qiagen) einen unterschiedlichen Adsorptionspuffer, so dass auch Oligonucleotide
effektiv aufgereinigt werden können und freie Nucleotide, Salze und Enzyme als Verunreinigungen abge-
trennt werden. Letzteres Kit wurde zur Abtrennung der Restriktionsenzyme nach Verdauen verwendet, so
dass gleich mit der Ligationsreaktion, ohne zusätzliche Gelreinigung, fortgefahren werden kann.

Materialien:

• Puffer PB  (Adsorptionspuffer des PCR Purification Kits)
• Puffer PN  (Adsorptionspuffer des Nucleotide Removal Kits)
• Puffer PE  (Waschpuffer zur Salzentfernung)
• Alle Puffer sind Bestandteile des QIAquick PCR Purification-Kits (Qiagen) oder des QIAquick Nucleoti-

de Removal-Kits (Qiagen), die Pufferzusammensetzung ist nicht angegeben.

Durchführung:

• zum Reaktionsgemisch 5 Vol. PB geben (max. Gesamtvolumen: 800 µl), mischen,
in QIAquick-Zentrifugenröhrchen (Säuleneinsatz in 2,0 ml Sammelröhrchen) geben

• 1 min mit 13000 Upm zentrifugieren (Heraeus Biofuge 15 R mit Winkelrotor HFA 22.2, # 3042)
• Eluat verwerfen

750 µl Puffer PE zugeben, 1 min bei RT inkubieren
• 1 min mit 13000 Upm (ca. 10000 x g) zentrifugieren
• Eluat verwerfen, nochmals für 1 min mit 13000 Upm (ca. 10000 x g) zentrifugieren, um Reste des

Waschpuffers komplett zu entfernen
• QIAquick spin columns in neue 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße stellen,

zur Elution der DNA 31 µl ddH2O zugeben,
1 min bei RT inkubieren
und für 1 min mit 15000 Upm (ca. 18000 x g) zentrifugieren

• zur Überprüfung der Reinheit 1 µl-Aliquot in einem analytischen Agarose-Gel auftragen

Zur Durchführung des QIAquick Nucleotide Removal-Kits statt 5 Vol. PB (s.o.) 10 Vol. PN verwenden, an-
sonsten stimmen die beiden Protokolle überein.

2.1.16 Sequenzierung doppelsträngiger DNA

Die enzymatische Sequenzierung wird nach der von Sanger (Sanger & Coulson, 1975; Sanger et al., 1977)
entwickelten Didesoxy-Methode durchgeführt. Bei Verwendung von radioaktiv oder Fluoreszenz-markierten
Nukleotiden können die neusynthetisierten DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge nach der elektrophoreti-
schen Auftrennung sichtbar gemacht werden. Als Polymerase wird eine gentechnisch modifizierte T7-DNA-
Polymerase mit hoher Prozessivität und deletierter 5’-3’-Exonukleaseaktivität („Sequenase“) verwendet. Die
Sequenzierungen aller in der vorliegenden Arbeit klonierten Konstrukte wurden von den Firmen SeqLab,
GENterprise oder Replicon durchgeführt.
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2.2 Zellbiologische Materialien und Methoden

2.2.1 Verwendete Zelllinien

Alle verwendeten Zellinien wurden mittels ELISA (Mycoplasma Detection Kit, Roche Diagnostics) auf My-
coplasmen getestet. Es wurden nur Mycoplasma-negative Linien verwendet, bei positivem Ergebnis wurde
die entsprechende Zellinie komplett verworfen und durch eine Mycoplasmen-freien Stamm ersetzt.

HepG2:

Zelllinie aus hepatozellulärem Carcinom humanen Ursprungs (Kaukasier, 15 Jahre): (Knowles et al. 1980);
bildet zahlreiche Hepatocyten-spezifische Proteine wie α1-Fetoprotein, Prothrombin, Antithrombin III, C3-
Aktivator, Fibrinogen, ASGP-R; es gibt keine Anhaltspunkte für eine HBV-Infektion, d. h. in den Zellen sind
weder HBV-DNA-Integrate nachweisbar noch läßt sich HBsAg detektieren.
epithelartige Morphologie, benötigen zum Wachstum hohe Zelldichte.
Kulturmedium: 80% MEM (mit EBSS) + 20% DMEM + 1% NEAA + 1% Natriumpyruvat + 10% FCS

Hep3B:

Zelllinie aus hepatozellulärem Carcinom humanen Ursprungs (Kaukasier, 15 Jahre): (Knowles et al. 1980);
bildet wie HepG2 zahlreiche Hepatocyten-spezifische Proteine; zusätzlich wird HBsAg detektiert.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

HuH7:

Zelllinie aus hepatozellulärem Carcinom humanen Ursprungs (Japaner, 57 Jahre): (Nakabayashi et al. 1982)
bildet leberspezifische Proteine wie α1-Fetoprotein, Fibrinogen, Caeruloplasmin, Transferrin; HBsAg-negativ;
epitheloide Morphologie; wird von ECACC und ATCC nicht geführt.
Kulturmedium: M199 + 10% FCS

CV-1:

Nierenzell-Isolat einer Afrikanischen Grünen Meerkatze (Jensen et al. 1964);
wird insbesondere zu SV40-Studien verwendet, läßt sich aber auch mit einer Reihe anderer Viren infizieren.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

COS-1, COS-74:

CV-1-Derivate (Affennieren-Zellen), stabile Integration des kompletten SV40-Genoms (Gluzman 1981),
bildet das SV40 large T-Antigen; Propagation ohne Selektionsmedium;
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

CO605:

CHO (Chinese Hamster Ovary)-Derivat, stabile Integration des kompletten SV40-Genoms (Berko et al.
1990), bildet das SV40 large T-Antigen; Propagation ohne Selektionsmedium;
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

HeLa:

epitheloide Cervix-Adeno-Carcinom-Zellinie humanen Ursprungs (31-jährige Schwarze);
erste aneuploide Zellinie aus humanem Gewebe, die kontinuierlich kultiviert werden konnte.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

2936:

Zellinie aus embryonalen Nierenzellen humanen Ursprungs (human epithelial kidney HEK-Derivat), trans-
formiert mit gescherter DNA von humanem Adenovirus, Serotyp 5 (Graham et al. 1977); kann die adenovi-
ralen Genprodukte der E1-Region in trans zur Verfügung stellen.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

                                                          
4 COS-1-Zellen wurden freundlicherweise von G. Frommer, Institut für Zellbiologie, Tübingen, und von A. Phelan,

MCRI, Oxted, UK, zur Verfügung gestellt; COS-7-Zellen waren von V. Reichhardt, Medizinsche Klinik, Tübingen.
5 CO60-Zellen wurden freundlicherweise von J.-H. Küpper, Pathologisches Institut, Uni Tübingen, zur Verfügung gestellt.
6 293-Zellen sehr niedriger Passage-Zahl wurden bei der Firma Microbix, Hamilton, Canada, erworben.
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MDCK:

Madin Darby Canine Kidney-Zellen leiten sich von einem Nierenzellisolat eines gesunden Cockerspaniels
ab (Gaush et al. 1966). Die Zellen zeigen in Kultur einen polaren Aufbau und eignen sich daher zum Studium
der Sortierung von eigenen und fremden Membranproteinen.
Kulturmedium: MEM (mit EBSS) + 10% FCS

M-127:

MDCK-Derivat, stabile Expression des humanen ASGP-R (Fuhrer et al. 19938);
Selektionsmarker: Neomycin- und die Histidinol-Resistenz.
Kulturmedium: MEM (mit EBSS) + 1% NEAA + 10 % FCS + 2 mg/ml Histidinol + 600 µg/ml G418

NIH-3T3:
embryonale Mäuse-Fibroblasten-Zelllinie; Zellen weisen starke Kontaktinhibition auf (Jainchill et al. 1969),
der hier verwendete NIH-3T3-Klon jedoch nicht; transformiert mit SV40 und Polyoma-Virus; kann durch
eco- oder amphotropes MoMLV infiziert werden; Basis-Zelllinie für viele retrovirale Verpackungszelllinien.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

PE5019:

retrovirale Verpackungszelllinie; Derivat von 3T3tk---Zellen (Miller & Buttimore 1986): enthält ein stabil
integriertes, modifiziertes MoMLV-Genom, stabile Expression aller retroviralen Strukturgene (gag, pol, env);
mit PE501 rekombinante Retroviren transduzieren nur Mäuse- und Rattenzellen (ecotropes Wirtsspektrum).
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

PA3179:

retrovirale Verpackungszelllinie; Derivat von 3T3tk---Zellen (Miller & Buttimore 1986); im Gegensatz zu
PE501 ist das ecotrope env-Gen des MoMLV gegen das amphotrope Gen des endogenen Maus-Retrovirus
4070A (Chattopadhyay et al. 1981) ausgetauscht; mit Hilfe von PA317 erzeugte rekombinante Retroviren
transduzieren daher ein breiteres Spektrum an Säugerzellen (amphotropes Wirtsspektrum).
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

Phoenix-eco (ΦΦΦΦNX-eco)10:
retrovirale Verpackungszelllinie; Derivat von 293T-Zellen (Achacoso et al. 1996): enthält ein stabil inte-
griertes, modifiziertes MoMLV-Genom, stabile Expression aller retroviralen Strukturgene (gag, pol, env);
mit Hilfe von Phoenix-eco erzeugte rekombinante Retroviren transduzieren nur Mäuse- und Rattenzellen (eco-
tropes Wirtsspektrum); im Vergleich zu PE501 lassen sich mit Phoenix-eco höhere Virus-Titer erzielen.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

Phoenix-ampho (ΦΦΦΦNX-ampho)10:
Phoenix-ampho stellt das amphotrope Gegenstück zu Phoenix-eco dar (analog dem Zellinienpaar PE501/
PA317).
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

MH (Morris Hepatom 3924a)11:
Hepatom der Ratte: 1951 von Morris durch chemische Carcinogenese mit N-(2-Fluorenyl)-diacetamid in der
ACI-Ratte induziert (Morris 1963).
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 5% FCS

MCF-712:

Zelllinie aus Mamma-Carcinom humanen Ursprungs (Kaukasierin, 69 Jahre);
Mutation im Caspase 3-Gen der Caspase-Kaskade, daher häufiger Einsatz zu Apoptose-Studien.
Kulturmedium: DMEM (mit 2 mM Alanyl-Glutamin) + 10% FCS

                                                          
7 M-12-Zellen wurden freundlicherweise von M. Spiess, Biozentrum Basel, zur Verfügung gestellt.
8 In der Publikation als M(y+f)-Zellen bezeichnet.
9 PE501 und PA317 wurden freundlicherweise von A.D. Miller, Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, zur

Verfügung gestellt.
10 Phoenix-eco und -ampho wurden freundlicherweise von G.P. Nolan, Stanford University, zur Verfügung gestellt.
11 Morris Hepatom 3924a-Zellen wurden bei der Tumorbank des DKFZ, Heidelberg, erworben.
12 MCF-7 wurden freundlicherweise von K. Belka, Uniklinik Tübingen, zur Verfügung gestellt.
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CHO-B6613:

CHO (Chinese Hamster Ovary)-Derivat, isoliert aus den Ovarien eines adulten Chinesischen Hamsters;
stabile Expression des F-Glycoproteins von Senai-Virus (W.J. Neubert, persönliche Mitteilung).
Kulturmedium: MEM (mit EBSS) + 1% NEAA + 10 % FCS

CRFK:

epitheliale Zellen, isoliert aus der Nierenrinde einer 10-12 Wochen alten Hauskatze;
wird vor allem zum Studium von Katzen-Viren verwendet;
Kulturmedium: MEM (mit EBSS) + 1% NEAA + 10 % FCS

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1  Allgemeines

Alle Arbeitsschritte, die steril ablaufen müssen, werden in einer Sicherheitswerkbank (Clean Air DLF/BSS 4)
durchgeführt. Medien und Puffer werden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C temperiert. Die Kultivierung
aller verwendeten Zelllinien erfolgt bei 36,5°C und 5%CO2 in wasserdampfgesättigter Atmosphäre (Inkubato-
ren von: Forma-Scientific).

Materialien:

• Foetales Kälberserum (FCS, Life Technologies)
• Medium 199 (Life Technologies)
• MEM (= minimal essential medium), (Life Technologies)
• DMEM (= Dulbecco’s modification of Eagle’s medium), (Life Technologies)
• DMEM mit 2 mM L-Alanyl-Glutamin (= Glutamax I ™) + 10 % FCS:

450 ml DMEM/Glutamax (hoher Glucosegehalt) mit Natrium-Pyruvat und NaHCO3 (Life Technologies)
werden mit 50 ml FCS versetzt. L-Alanyl-Glutamin kann von den meisten Zellinien genauso gut wie L-
Glutamin verwertet werden, ist aber in Lösung sehr viel stabiler als dieses.

• 100x (100 mM) Natrium-Pyruvat-Lösung (Life Technologies)
• 100x MEM-NEAA (non essential amino acids = nicht-essenzielle Aminosäuren) (Life Technologies)
• 50x HEPES-Puffer, 1 M (Biochrom)
• PBS ohne Ca2+ und Mg2+:

95,5 g Dulbecco's PBS-Pulver (Sigma) werden in 10 l ddH2O gelöst, aliquotiert und autoklaviert.
Die Lösung hat folgende Zusammensetzung:
8 g/l NaCl,
1,15 g/l Na2HPO4,
0,2 g/l KH2PO4,
0,2 g/l KCl

• Versen, 0,53 mM (0,2 g/l) (Life Technologies):
„isotonisch gepufferte NaCl-Lösung“ (formal eine PBS-EDTA-Lösung)

• Trypsin/EDTA mit Phenolrot:
0,5 g/l Trypsin-, 0,2 g/l EDTA-Fertiglösung (Life Technologies)

2.2.2.2  Auftauen von Zellen

Folgendes Protokoll wurde für alle benutzten Zellinien verwendet:

• die in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellen möglichst rasch in ein 37°C-Wasserbad überführen und
auftauen

• Zellsuspension vorsichtig mit 10 ml des jeweiligen Kulturmediums vesetzen14, für 2 min mit 200 g
(Heraeus Megafuge 1.0 R mit Ausschwingrotor) zentrifugieren und Überstand verwerfen

• Zellsediment in 5 ml bzw. 10 ml Kulturmedium resuspendieren und in eine 50 ml- (25 cm2) bzw. 260 ml-
(75 cm2) Zellkulturflasche überführen

                                                          
13 CHO-B66 wurden freundlicherweise von W.J. Neubert, Max-Planck-Institut für Biochemie, Martinsried, zur Verfügung

gestellt.
14 Das Medium muß langsam zugesetzt werden, um einen osmotischen Schock zu vermeiden, der die Überlebensrate um

bis zu 50 % reduzieren kann.
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2.2.2.3  Zellpassage

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit werden die in Kultur gehaltenen Zelllinien ein- bis dreimal pro Woche
nach folgender Vorschrift passagiert. Die Passage erfolgt, wenn die Zellen 80% Konfluenz erreicht haben.

Durchführung:

• altes Medium entfernen und Zellen mit 5 ml PBS waschen, um Mediumreste zu entfernen (Trypsin wird
durch FCS inaktiviert)

• 1 ml Trypsin/EDTA so zugeben, dass die gesamte Zellschicht bedeckt ist
• wenn sich die Zellen vom Flaschenboden ablösen, 4 ml Kulturmedium zugeben, gesamte Zellsupension

aufnehmen,  gewünschte Menge (1/2 – 1/20) passagieren und mit 12 ml frischem Medium versetzen

Die Mengenangaben beziehen sich auf 260 ml-Kulturflaschen und können für 800 ml-Kulturflaschen einfach
verdoppelt werden. Für 50 ml-Kulturflaschen und 6 cm-Kulturschalen werden die gleichen Mengen an PBS
und Trypsin, jedoch nur 5 ml Medium verwendet.

2.2.2.4 Kryokonservierung von Zellen

Materialien:

• Einfriermedium:
70 % Kulturmedium (FCS-frei)
20 % FCS
10 % DMSO (Sigma)

• Kryoröhrchen, 2 ml (Nunc)
• Einfriergerät Nicool Plus (Air Liquide)

Durchführung:

• Zellen trypsinieren und in 10 ml normalem Kulturmedium aufnehmen
• Zellsuspension für 2 min mit 200 x g bei 4°C zentrifugieren und Überstand verwerfen
• Zellsediment in 2 ml (Zellen aus einer 260 ml-Kulturflasche) oder 4 ml (Zellen aus einer 800 ml-

Kulturflasche) Einfriermedium resuspendieren und je 1 ml in Kryoröhrchen überführen
• Kryoröhrchen im Einfriergerät graduell auf -150°C abkühlen (Standardprogramm: startend von +20°C,

Abkühlung 2,3°/min bis 0°C, dann Stickstoffstoß auf -30°C, 60 sec Verweilen bei -30°C, Abkühlung
4°/min auf -150°C); eingefrorene Kulturen möglichst rasch in den Stickstofftank überführen

2.2.2.5  Zellzählung mit dem Hämocytometer nach Neubauer

Materialien:

• 0.4 % (w/v) Trypanblau (Sigma)
• Hämocytometer nach Neubauer

Durchführung:

• Zellen trypsinieren und mit normalem Kulturmedium aufnehmen
• Zellsuspension für 2 min mit 200 x g bei 4°C zentrifugieren und Überstand verwerfen
• Zellen in 10 ml frischem normalen Kulturmedium resuspendieren
• 900 µl Trypanblau mit 100 µl Zellsuspension versetzen, gut mischen und für 5 min inkubieren (lebende

Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf, während durch die nicht mehr intakte Plasmamembran toter Zel-
len der Farbstoff eindringen kann; die Färbung sollte nicht zu lange durchgeführt werden, da sonst auch
lebende Zellen beginnen, den Farbstoff aufzunehmen)

• Deckglas leicht befeuchten und auf die Zählkammer auflegen, so dass Newton-Ringe sichtbar werden;
beide Kammern mit neu resuspendiertem Farbstoff/Zell-Gemisch mittels Kapillarkräften befüllen

• vier Eckquadrate jeder Kammer unter dem Mikroskop (Olympus IMT-2; Olympus) auszählen: lebende
Zellen erscheinen weiß auf blauem Hintergrund

• Bestimmung der Zellzahl: ein Eckquadrat einer Kammer entspricht bei aufgelegtem Deckgläschen 10-4

cm3; bei Einbeziehung der 1:10-Verdünnung mit Typanblau ergibt sich die Zellzahl/ml nach folgender
Formel:

• Zellzahl/ml = durchschnittliche Zellzahl pro Eckquadrat x 104 x 10
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2.2.2.6 Kristallviolett-Färbung

Zur Auszählung von Zellkolonien nach einer G418-Selektion wird eine Färbemethode benötigt, die bis zum
Zeitpunkt der Fixierung lebende Zellen dauerhaft und kontrastreich anfärbt. Eine geeignetes Verfahren für
diese Anwendung ist die Kristallviolett-Färbung, die den Vorteil kurzer Fixierungs- und Färbezeiten hat.
Weiterhin sind Kristallviolettlösungen über lange Zeit stabil und müssen daher nicht (wie viele andere Färbe-
lösungen) vor Gebrauch frisch angesetzt werden.

Materialien:

• Fixierlösung:
Trichloressigsäure (TCA), 5% (w/v):
25 g TCA in ddH2O lösen und auf 500 ml auffüllen

• 10x Kristallviolett-Stammlösung: 
3% Kristallviolett in 40% (w/v)-Ethanol:
200 g Ethanol in ddH2O lösen, auf 500 ml auffüllen und 15 g Kristallviolett (Fluka) lösen

• Kristallviolett-Färbelösung:
0,3 % Kristalviolett in 4%-Ethanol;
50 ml Stammlösung mit ddH2O auf 500 ml auffüllen
die Färbelösung ist bei Raumtemperatur stabil

Durchführung:

• altes Medium entfernen und zu färbende Zellen mit 5 ml PBS pro 6 cm-Kulturschale waschen
• gewaschene Zellen mit 3 ml Fixierlösung für 15 min inkubieren
• Fixierlösung entfernen und Zellen mit 5 ml PBS waschen
• 3 ml Färbelösung zugeben und für 15 min inkubieren
• Färbelösung abnehmen und Kulturschalen mit Leitungswasser waschen, bis aller überschüssiger Farb-

stoff entfernt ist
• abschließend Kulturschalen bei RT trocknen

2.2.3 Transfektion eukaryontischer Zellen

Zum Einbringen von Fremd-DNA in Säugerzellen, die in Zellkultur gehalten werden, existieren unter-
schiedliche Methoden. Calcium-Phosphat vermittelte Transfektion (Graham & van der Eb 1973; Wigler et
al. 1979) stellt eine einfache und effiziente Methode dar, bei der viele Zellen einer Kultur Fremd-DNA auf-
nehmen. Der genaue Mechanismus der DNA-Aufnahme ist nicht geklärt, erfolgt aber vermutlich durch En-
docytose, der der Transport der DNA zum Zellkern folgt. Bei der Lipofektion werden DNA-Liposomen-
Gemische (oft eine Mischung aus polykationischen Lipiden zur Bindung der DNA und neutralen Lipiden)
ebenfalls endocytotisch aufgenommen. Bei vielen Zelllinien lassen sich höhere Transfektions-Effizienzen als
mit der Calcium-Phosphat-Methode erzielen, jedoch ist meist auch die Zelltoxizität der Liposomengemische
deutlich erhöht. Zudem muss meist mit Serum-freien Medium gearbeitet werden.

2.2.3.1 Lipofektion mit LipofectAMINE™

Die folgende Arbeitsvorschrift beschreibt exemplarisch die Transfektion in 35 mm-Kulturschalen. Für
Transfektionen in 60 mm-Kulturschalen wird jeweils das Doppelte der angegebenen Mengen verwendet.
Mit LipofectAMINE™ lassen sich insbesondere HeLa-, COS-, M-12, CRFK, MH- und NIH-3T3-Zellen so-
wie davon abgeleitete retrovirale Verpackungszelllinien effizient transfizieren.

Materialien:

• LipofectAMINE™-Reagenz (Life Technologies):
3:1 (w/w) Liposomen-Lösung aus dem polykationischen Lipid 2,3-Dioleyoxy-N-                  
[2-(spermincarboxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium trifluoracetat (DOSPA) und dem neu-
tralen Lipid Dioleyl-phosphatidylethanolamin (DOPE)

• normales Kulturmedium mit 10% FCS
• serumfreies Kulturmedium ohne FCS
• Kulturmedium mit 20% FCS
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Durchführung:

• einen Tag vor der Transfektion die zu transfizierenden Zellen trypsinieren, im Hämocytometer auszählen
und die gewünschte Zellzahl (ca. 2-5 x 105) aussäen, mit 2 ml Medium versetzen und für 24 h bei 36.5°C
im CO2-Inkubator inkubieren

• in einem 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß vorbereiten: 
für jede Transfektion 1-4 µg DNA in 100 µl serum-freien Kulturmedium verdünnen

• in einem 15 ml-Falcon-Röhrchen vorbereiten:
für jede Transfektion 15 µl Lipofectamin in 100 µl serum-freien Kulturmedium verdünnen

• beide Lösungen im 15ml-Falcon-Röhrchen zusammengeben, vorsichtig mischen,
30 min bei RT inkubieren (Bildung der DNA-Liposomen-Komplexe)

• nach 25 min Zellen mit 5 ml serum-freien Medium waschen:
altes Medium absaugen, 5 ml neues Medium zugeben, kurz schwenken,
Medium wieder absaugen, so dass „nackte Zellen“ übrig bleiben

• für jede Transfektion 0,8 ml serum-freies Medium zu den DNA-Liposomen-Komplexen im 15 ml-
Falcon-Röhrchen geben (Gesamtvolumen jetzt: 1 ml), vorsichtig mischen

• Zellen mit der verdünnten DNA-Liposomen-Lösung mit Hilfe einer Pipette überschichten und Zellen 5 h
bei 36,5°C im CO2-Inkubator  inkubieren

• nach der Inkubation 1 ml normales Kulturmedium mit 20% FCS zugeben (so dass wieder 10% FCS End-
konzentration im Gesamtvolumen von 2 ml erreicht werden) und Zellen weiterinkubieren

• 24 h nach Beginn der Transfektion Ersatz des Transfektionsmediums durch frisches Kulturmedium

2.2.3.2 Transfektion mit LipofectIN™  

Die folgende Arbeitsvorschrift beschreibt exemplarisch die Transfektion in 35 mm-Kulturschalen. Für
Transfektionen in 60 mm-Kulturschalen wird jeweils das Doppelte der angegebenen Mengen verwendet.
Mit LipofectIN™ lassen sich insbesondere 293- und 293T-Zellen sowie davon abgeleitete retrovirale Ver-
packungszelllinien effizient transfizieren.

Materialien:

• LipofectIN™-Reagenz (Life Technologies): 1:1 (w/w) Liposomen-Formulierung in sterilem Wasser aus
dem polykationischen Lipid N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTMA)
und dem neutralen Lipid Dioleyl-phosphatidylethanolamin (DOPE),

• normales Kulturmedium mit 10% FCS
• serumfreies Kulturmedium ohne FCS
• Kulturmedium mit 20% FCS
• Opti-MEM (Life Technologies);

Durchführung:

• 48 h vor Transfektion 2 x 105 Zellen je Kulturschale aussäen
• je Transfektionsansatz 1,5 µg DNA in 100 µl Opti-MEM sowie 10 µl LipofectIN™ in 100 µl Opti-MEM

verdünnen und für 30 min bei RT inkubieren
• Lösungen vereinigen, vorsichtig mischen und für weitere 15 min bei RT inkubieren
• von den zu transfizierenden Zellen Medium abnehmen und Zellen mit 2 ml FCS-freiem Medium waschen
• Transfektionslösung mit 0,8 ml Opti-MEM verdünnen und auf die zu transfizierenden Zellen geben
• Zellen für 8 h bei 36,5 °C inkubieren, anschließend 1 ml Medium + 20 % FCS zugeben
• 24 h nach Beginn der Transfektion Ersatz des Transfektionsmediums durch frisches Kulturmedium

2.2.4 Proliferationstest: SRB-Assay

Proliferationstests dienen der quantitativen Bestimmung des Zellwachstums bzw. des cytotoxischen Effektes.
Die gebräuchlichsten nicht-radioaktiven Methoden sind dabei der MTT-Proliferations-Test, der die metaboli-
sche Aktivität lebender Zellen misst, und der SRB-Assay, der die Inhibition des Zellwachstums detektiert
(Skehan et al. 1990). Der SRB-Test beruht auf der Bindung des Protein-Farbstoffes Sulforhodamin B (SRB)
und ist das Standard-Testverfahren des National Cancer Institutes der USA zum Screening zellschädigender
Substanzen. Das entstehende lösliche Sulforhodamin B kann spektrophotometrisch quantifiziert werden. Die
so ermittelten OD-Werte verhalten sich direkt proportional zur Zellzahl. Vergleiche von MTT- und SRB-
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Tests ergaben, dass das SRB-Reagenz die Wachstums-Inhibition über einen größeren linearen Bereich, emp-
findlicher und in mehr Zelllinien zuverlässig quantifiziert als der MTT-Farbstoff (Keepers et al. 1991; Rubin-
stein et al. 1990). In der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen von Cytotoxizitäts-Tests die SRB-Färbung
verwendet.

Materialien:

• Fixierlösung: 10% (w/v) TCA:
100 g Trichloressigsäure (TCA) in 1 l ddH2O lösen

• Färbelösung: 0.4% (w/v) SRB:
0,4 g Sulforhodamin B (Sigma-Aldrich) in 100 ml 1%-Essigsäure-Lösung (s.u.) lösen

• 1% (v/v) Essigsäure-Lösung:
10 ml conc. Essigsäure (Eisessig) zu 990 ml ddH2O geben

• Solubilisierungs-Lösung: 10 mM Tris (pH 10,5):
1,211 g Tris-Base in 1 l ddH2O lösen; Solubilisierungs-Lösung ist eine ungepufferte Lösung, der pH-
Wert wird nicht eingestellt

Durchführung:

• 24 h vor der Behandlung mit zellschädigenden Substanzen mit 5x103 - 1x104 Zellen in 24-well-Kultur-
schalen in 0,5 ml Medium aussäen; dabei jede Probe als Vierfach-Bestimmung ansetzen

• Cytotoxizitäts-Behandlung durchführen (z.B. Suizidgen-Assay)
• Medium dekantieren, Kulturschalen auf Eis stellen
• Zellen jeder Kavität vorsichtig mit 500 µl vorgekühltem PBS waschen, Medium wieder abdekantieren
• Zellen fixieren: vorsichtig 200 µl eiskalte 10% TCA-Lösung zugeben
• für 30 min bei 4°C inkubieren
• Zellen vorsichtig 4x mit Leitungswasser waschen
• anschließend für mindestens 12 h (i.d.R. über Nacht) bei 40°C trocknen

(die Kulturschalen können an diesem Punkt unbegrenzt gelagert werden)
• am nächsten Tag 250 µl 0.4%-(w/v) SRB-Lösung zugeben und für 10 min bei RT färben
• Färbelösung abdekantieren und Zellen mit 1%-Essigsäure-Lösung solange waschen, bis die Waschlösung

farblos bleibt (ca. 3x waschen): die rotgefärbten Zellen sind nun erkennbar
• anschließend für mindestens 3-6 h (i.d.R. über Nacht) bei 40°C trocknen

(die spektrophotometrische Messung sollte spätestens 48 h nach dem 2. Trocknen stattfinden)
• Kulturschalen auf Eis stellen
• SRB-Farbstoff durch Zugabe von 500 µl alkalischer Tris-Lösung (pH 10,5; 10 mM Tris) solubilisieren:

Kulturschalen für 10 min auf Eis inkubieren
• gelöste Farbstofflösung in 96-well-Mikrotiterplatten (flacher Boden; Greiner) überführen: pro 24-well-

Kavität jeweils 3 Aliquots á 80 µl transferieren
• OD-Werte im ELISA-Reader (Dynatech MR7000) bei 550 nm bestimmen (Referenz-Wellenlänge: 630

nm); nur Werte unter 1,8 OD-Einheiten liegen im linearen Bereich der Messung, gegebenenfalls muss mit
alkalischer Tris-Lösung (pH 10,5; 10 mM) weiterverdünnt werden

2.2.5 FACS-Analyse

Bei der Durchflußcytometrie (Fluorescence activated cell sorting analysis; FACS-Analyse) werden Zellen in
einem Flüssigkeitsstrom analysiert. Obwohl die Messrate bei einigen tausend Zellen pro Sekunde liegt, wird
jede Zelle einzeln analysiert. Mit Hilfe dieser Methode können verschiedene Parameter einer Zelle gleichzei-
tig bestimmt werden, so dass es möglich ist, verschiedene Zelltypen aus einem Gemisch von Zellen zu quanti-
fizieren und zu isolieren. Dazu wird aus lebenden oder fixierten Zellen eine Einzelzellsuspension hergestellt.
Im FACS-Gerät passiert die Suspension als Tropfen-Strom einen Laser-Strahl. Jede Zelle streut das Laserlicht
und emittiert durch die Anregung Fluoreszenzlicht.
Gleichzeitig werden dabei folgende Parameter bestimmt :
• Vorwärts-Streuung (forward-scatter): liefert Informationen über die Zell-Größe
• seitliche Streuung (side-scatter, 90°): liefert Informationen zur Granularität zellulärer Strukturen
• Fluoreszenzintensität bei verschiedenen Wellenlängen
Mit Hilfe der Lichtstreuung können Zelltod, Zellaggregationen und Zelleigenfluoreszenz vom Fluoreszenz-
licht unterschieden werden. Die Streuung reicht beispielsweise aus, um Leukozyten, Monozyten und Granu-
lozyten aus Gesamtblut-Leukozytenproben zu isolieren. Ebenso können Zellen, die mit verschiedenen Anti-
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körpern und dadurch gekoppelten Fluoreszenz-Farbstoffen markiert sind, quantifiziert und getrennt werden,
womit z.B. Rückschlüsse auf Dichte von Oberflächenproteinen gezogen werden können. Ebenso ist die De-
tektion von verschieden fluoreszierenden Proteinen (GFP, CyanFP, RFP) oder Gesamtzell-DNA (Zellzyklus-
Abhängigkeiten; Apoptose-Analyse) möglich.
Die FACS-Analysen wurden mit einem FACS-Calibur-Gerät (Becton Dickinson) durchgeführt. Die Auswer-
tung erfolgte mittels „CellQuest“-Software (Becton Dickinson).

Durchführung:

• Zellen trypsinieren, pelletieren und in ca. 500 µl PBS resuspendieren, so dass maximal 2x106 Zellen/ml
in das FACS-Gerät gegeben werden

• anschließend in spezielle FACS-Röhrchen (Becton Dickinson) überführen
• vor der Messung Zellen auf Eis lagern und möglichst schnell (innerhalb von 1 h) vermessen
• durch Vergleich von Positiv- und Negativ-Kontrollen Detektionskanäle optimieren
• anschließend Messung der Proben, 8.000-20.000 Zellen auszählen; die Detektion der GFP-Fluoreszenz

erfolgte im FL1-H-Fluoreszenzkanal (Anregungs-Wellenlänge: 488 nm)

2.2.6 Immunfluoreszenz-Färbung

Das verwendete Protokoll der Immunfluoreszenzfärbung beruht auf Vorgaben des Labors von P. O'Hare,
Marie Curie Research Institut (MCRI, UK), mit kleineren Modifikationen (Phelan et al. 1998). Die Fixierung
der Zellen erfolgt dabei mit Methanol. Bei Färbung von Membran-Proteinen ist die Fixierung mit Paraformal-
dehyd and anschließende Solubilisierung mit Tritin X-100 vorteilhafter.

Materialien:

• PBS
• Methanol
• Newborn Calf Serum (NCS) (Life Technologies)
• Blocklösung: 

450 ml PBS mit 50 ml Newborn Calf Serum (NCS) mischen
• Primär-Antikörper-Verdünnungen:

alle Verdünnungen werden in Blocklösung angesetzt:
- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen HSV-1 VP2215 (AGV30): 1:500
- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen E. coli CD16 (Rogulski et al. 1997): 1:500
- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen HSV-1 TK17: 1:100
- monoklonale Maus-Antikörper gegen HSV-1 TK17 (4C8, 9G10, 10C11): 1:1.000
- monoklonaler Maus-Antikörper gegen SV40 large T-Antigen (Santa Cruz Biotechnology): 1:200
- monoklonaler Maus-Antikörper CMV-018-4815118 (Capricorn Products): 1:100

• Sekundär-Antikörper-Verdünnungen:
alle Verdünnungen werden in Blocklösung angesetzt:
- FITC-konkugierter Antikörper anti-Maus-IgG (Vector): 1:100
- Alexa546™-konkugierter Antikörper anti-Kaninchen-IgG (Molecular Probes): 1:200

• 10x DABCO antifade reagent:
1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-octan (DABCO) (Sigma-Aldrich);
DABCO schützt fluoreszierende Proben vor dem vorschnellen Ausbleichen;
25% (w/v)-Lösung in PBS; als 1,5 ml-Aliquots bei -20°C aufbewahren

• Mowiol 40-88 (Sigma-Aldrich):
Mowiol ist ein „Harzlack“, der an der Luft fest wird;
2,4 g Mowiol 40-88 mit 6 g Glycerol mischen, 6 ml ddH2O zugeben, mischen und bei RT setzen lassen;
12 ml 0,2 M Tris-HCl, pH 8,5 zugeben, mindestens 10 min bei 50°C erhitzen und anschließend 15 min
bei 5000 xg zentrifugieren; Mowiol 40-88 löst sich nie komplett, der unlösliche Anteil abzentrifugiert;
Überstand abnehmen und als 1,5 ml-Aliquots portionieren, bei -20°C aufbewahren.

                                                          
15 freundlicherweise von P. O'Hare, MCRI, UK, zur Verfügung gestellt.
16 freundlicherweise von C. Richards, Glaxo-Wellcome, RTP, NC, USA, zur Verfügung gestellt.
17 von Dr. William Summers, Yale, USA, gegen Aufwandsentschädigung erhältlich.
18 erkennt die hCMV-Epitop-Sequenz ERKTPRVTGG (CMV-ep).
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• mounting medium:
1x DABCO antifade reagent (2,5%  Endkonzentration) in Mowiol: 
1:10-Verdünnung erst unmittelbar vor Gerbrauch herstellen und bei 37°C vorinkubieren, da das Gemisch
bei RT zu viskös ist, um pipettiert zu werden

Durchführung:

• Zellen in 6-well-Kulturschalen auf coverslips (Deckgläschen) aussäen
• einen Tag später Zellen transfizieren (s. 2.2.3) oder transduzieren (s. 2.3.1.4) bzw. co-plattieren
• zum Zeitpunkt der Färbung sollen die Zellen konfluent, aber nicht zu dicht sein; während der Färbepro-

zedur dürfen die Zellen nie austrocknen
• frische 6-well-Kulturschalen mit PBS füllen, die coverslips übertragen
• PBS abdekantieren
• Zellen mit eiskaltem Methanol für 15 min bei -20°C fixieren
• 2x mit PBS waschen
• Blocklösung auf die coverslips geben, für 30 min bei RT blocken
• Blocklösung abdekantieren, gut ausschütten, Flüssigkeitsreste absaugen
• primäre Antikörper-Lösung zugeben (50 – 100 µl/well ansetzen) und für 20 min bei RT inkubieren
• 2x mit PBS waschen
• kurz mit Blocklösung schwenken (setzt die Oberflächenspannung herab)
• sekundäre Antikörper-Lösung zugeben (50 – 100 µl/well ansetzen) und für 10 min bei RT inkubieren
• 2x mit PBS waschen
• „mount & seal“: frisches mounting medium auf einen Objektträger geben; coverslip auf der Seite ohne

Zellen gut abtrocknen, restliche Flüssigkeit muss abgelaufen sein, dann coverslip langsam und vorsichtig
luftblasenfrei auflegen, so dass die Zellen nach unten zu liegen kommen

• Objektträger können für einige Wochen im Dunkeln und bei 4°C aufbewahrt werden
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2.3 Virologische Materialien und Methoden

2.3.1 Generierung rekombinanter Adenoviren

Adenoviren sind doppelsträngige DNA-Viren mit einem linearen Genom von etwa 36 kb Länge. Eine sche-
matische Darstellung des Genoms ist in Abbildung 2.1 gezeigt. Adenoviren sind unbehüllt und haben ein
icosaedrisches Viruscapsid, aufgebaut aus den Kapsid-Proteinen Hexon, Penton und Fiber. Für den Gentrans-
fer werden hauptsächlich die Serotypen 2 und 5 verwendet, die nicht onkogen wirken. Der zeitliche Verlauf
einer Adenovirus-Infektion wird in eine frühe und eine späte Phase eingeteilt, die nach dem Start der Repli-
kation beginnt. Vor Beginn der Virusreplikation werden die Gene E1-E4 der frühen Regionen transkribiert.
Die E1A-Genprodukte werden dabei zuerst synthetisiert. Sie fungieren als Regulatoren der Transkription und
sind für die Aktivierung der restlichen frühen Gene notwendig. Die E2-Region kodiert für Proteine, die für die
Virusreplikation benötigt werden, z.B. die DNA-Polymerase. Die Gene der späten Regionen kodieren für
Strukturproteine, die für den Zusammenbau der Viruspartikel benötigt werden.

Abbildung 2.1: Adenovirales Genom und Transkriptionseinheiten.
Die doppelsträngige DNA des adenoviralen Genoms ist durch die zwei Linien in der Mitte der Abbildung
dargestellt. Das Genom ist in map units (m.u.) aufgeteilt, ein map unit entspricht ca. 360 bp. Die Pfeile stellen
die gebildeten mRNAs unter Angabe der Transkriptionsrichtung dar. Das Genom ist in 4 frühe Transkrip-
tionseinheiten (early, E1-E4, dünne Pfeile) und 5 späte Einheiten (late, L1-L5, dicke Pfeile) eingeteilt, die von
einem einzigen Promotor transkribiert werden (Major Late Promoter, MLP). Abbildung nach Hitt et al. 1995,
modifiziert nach Groß, 2000.
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Bei der Verwendung rekombinanter Adenoviren als Genfähren muss gewährleistet sein, dass keine
Replikationen in den Zielzellen stattfindet, die Virus-Partikel also replikationsdefizient sind. Dies wird er-
reicht durch Entfernen der E1A-E1B-Region: stellt man die darin enthaltenen Gene in trans zur Verfügung,
werden replikations-defektive Adenoviren erzeugt (Jones & Shenk, 1979). Da für die Bildung vollständiger
adenoviraler Partikel das komplette Genom in einer Zelle vorliegen muss, kann eine Replikation ausschließ-
lich in Zelllinien stattfinden, die die E1-Gensequenzen in trans bereitstellen. In 293- (s. 2.2.1; Louis et al.
1997; Aiello et al. 1979; Graham et al. 1977; Graham et al. 1974), 911- (Fallaux et al. 1996) oder PER-C6-
Zellen (Fallaux et al. 1998) ist die E1-Gensequenz stabil ins Genom integriert, so dass die Vermehrung von
infektiösen, aber replikationsdefizienten adenoviralen Partikeln ermöglicht wird. In der vorliegenden Arbeit
wurde zur Viruspropagation die E1A-E1B-komplementierende 293-Zellinie verwendet.

2.3.1.1 Herstellung rekombinanter Adenoviren durch
homologe Rekombination in E.coli BJ5183

Wegen der beträchtlichen Größe des Adenovirus-Genoms und der der daraus resultierenden Häufigkeit von
Schnittstellen der Restriktionsendonucleasen ist es schwierig, rekombinante Gene direkt in das Virusgenom
hineinzuklonieren. Durch die Methode der homologen Rekombination (Graham & Prevec 1995; Hitt 1994)
wird diese Schwierigkeit umgangen. Hierzu wird das zu transferierende Fremgen zunächst in ein Plasmid
kloniert, das eine Expressionskassette mit geeignetem Promotor und Polyadenylierungssignalen enthält. Diese
Expressionskassette wird von adenoviralen Sequenzen flankiert (0-1 m.u. bzw. 9-16 m.u.). Das rekombinante
Plasmid wird anschließend linearisiert und mit dem Adenovirus5-Genom in 293-Zellen co-transfiziert. In den
Zellen kann durch homologe Rekombination rekombinantes Virus entstehen. Jedoch tritt bei dieser Methode
ein starker Hintergrund von Wildtyp-Adenoviren auf, da adenovirale DNA auch ohne Rekombination die
Virusproduktion in transfizierten Zellen bewirken kann. Um diese Problematik zu umgehen, machte man sich
die Tatsache zunutze, dass adenovirale DNA auch in zirkulärer Form infektiös ist (Graham 1984; Ghosh et al.
1986). Dies ermöglichte die Weiterentwicklung der Rekombinationsmethode: die Adenovirus-DNA liegt in
Plasmidform vor und ist somit leichter manipulierbar.

Um das Auftreten unerwünschter Wildtyp-Genome nach Transfektion in 293-Zellen zu verringern,
gibt es verschiedene Strategien. Die Insertion eines Selektionsmarkers sowie eines bakteriellen Replikations-
ursprungs (ORI) im E1-Bereich ermöglicht zum einen die Vermehrung in E. coli und führt außerdem dazu,
dass das daraus entstehende Adenovirus-Genom die verpackbare Größe überschreitet; es können hieraus keine
infektösen Viruspartikel mehr entstehen. Zum zweiten ist im Rekombinationsplasmid die Expressionskassette
inklusive Transgen nicht zusätzlich, sondern anstelle der deletierten E1-Sequenz kloniert: folglich entsteht
nach einem Rekombinationereignis ein rekombinantes Adenovirus-Genom, das die verpackbare Genomgröße
nicht überschreitet (Graham & Prevec 1995). Trotz der verbesserten Methodik entstehen bei der Rekombina-
tion in 293-Zellen häufig Wildtypviren als Verunreinigung. Dies erfordert arbeitsaufwändiges Reinigen und
Charakterisieren der erhaltenen Virus-Plaques.

In den letzten Jahren wurden eine Vielzahl an alternativen Protokollen beschrieben, in denen die ho-
mologe Rekombination nicht mehr in 293-Zellen, sondern in E. coli stattfindet (Chartier et al. 1996). Dabei
macht man sich die effiziente homologe Rekombination im Bakterienstamm E. coli BJ5183 zunutze (s. 2.1.2).
Ausgangspunkt dieser Methode sind zwei Plasmide. Das erste enthält das vollständige Adenovirus 5-Genom.
Das zweite Plasmid dient als Rekombinationsplasmid, welches adenovirale Gensequenzen enthält, die die
Expressionskassette flankieren. Der E1-Genbereich (ca. 1,3 - 9,2 m.u.) ist dagegen deletiert. Nach Co-
Transformation dieser zwei Plasmide (effizienter in linearisierter Form) erhält man Bakterienklone, in denen
das rekombinierte Plasmid in zirkulärer Form vorliegt. Abschließend wird diese rekombinante Adenovirus-
DNA in 293-Zellen transfiziert, so dass rekombinante Adenovirus-Partikel entstehen, die nachfolgend ver-
mehrt und gereinigt werden. Eine schematische Darstellung der Arbeitsschritte der homologen Rekombina-
tion in E. coli BJ5183 ist in Abbildung 2.2 gezeigt.
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Abbildung 2.2: Herstellung rekombinanter Adenoviren durch homologe Rekombination in
E. coli BJ5183
Arbeitsschritte: 1. Linearisierung des adenoviralen Genom-Plasmids mit ClaI; Linearisierung des Rekombi-
nationsplasmids; 2. Co-Transformation der linearisierten Plasmide in E. coli BJ5183; durch homologe Re-
kombination ensteht ein zirkuläres Plasmid; 3. Isolierung der Plasmid-DNA, Charakterisierung durch Re-
striktionsverdau; anschließend Transformation in den Bakterienstamm E. coli XL1-Blue; 4. Isolierung der
Plasmid-DNA und Restriktionsverdau des rekombinanten Plasmids mit PacI; 5. Transfektion des linearisier-
ten Plasmids in 293-Zellen, Bildung rekombinanter Adenoviren; modifiziert nach Groß, 2000.
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Durchführung:

• Linearisierung des Genom-Plasmids pTG 3602:
Die bei der Co-Transformation eingesetzten Plasmide werden linearisiert, um das Wachstum von Hinter-
grundkolonien zu verhindern, das durch ungeschnittene Ausgangsplasmide verursacht wird. Die Vermeh-
rung des Plasmids pTG3602 (s. 2.1.1) erfolgt im Bakterienstamm E. coli JM110 (s. 2.1.2), da die Lineari-
sierung mit dem methylierungs-sensitiven Restriktionsenzym ClaI erfolgt. Der ClaI-Verdau erfolgt über
Nacht, anschließend wird das Enzym bei 65°C für 20 min hitzeinaktiviert. Die Plasmidlösung wird mit
ddH2O auf 10 ng/µl verdünnt, wovon 1-5 µl pro Transformation eingesetzt werden.

• Linearisierung des Rekombinationsplasmids:
Das Rekombinationsplasmid wird mit einem oder mehreren Restriktionsenzymen geschnitten, deren
Schnittstellen außerhalb der adenoviralen Sequenzbereiche liegen; der ORI muss in jedem Fall entfernt
werden; der Restriktionsverdau erfolgt über Nacht, die enstandenen Fragmente werden gelelektrophore-
tisch aufgetrennt, das gewünschte Fragment eluiert (s. 2.1.12) und die Konzentration ermittelt. Die Plas-
midlösung wird mit ddH2O auf 100 ng/µl verdünnt, wovon 1-5 µl pro Transformation eingesetzt werden.

• Co-Transformation: 
Bei der Co-Transformation in den Bakterienstamm E. coli BJ5183 (s. 2.1.2) sollte das molare Verhältnis
von adenoviralem Plasmid pTG3602 und dem Rekombinationsplasmid etwa 1:10 betragen. Vom Plasmid
pTG 3602 sollten höchstens 10-50 ng eingesetzt werden. Die Transformation erfolgt nach dem Standard-
protokoll (s. 2.1.4). Zur Überprüfung auf vollständige Restriktion bzw. noch vorhandenen Hintergrund an
ungeschnittenen Plasmidmolekülen dienen Kontrollansätze, die jeweils nur eines der Plasmide enthalten.
Die Transformationseffizienz der kompetenten E. coli BJ5183-Bakterien muss sehr hoch sein und minde-
stens 109 Kolonien/µg Plasmid-DNA betragen.

• Screening der Bakterienklone:
Die nach der Co-Transformation erhaltenen Bakterienklone werden durch analytischen Restriktionsver-
dau charakterisiert. Dazu werden die Klone in Flüssigmedium über Nacht angezogen, je 2 ml Bakterien-
suspension werden für eine Mini-Präparation der Bakterien-DNA (s. 2.1.6.1) eingesetzt. Die erhaltene
DNA wird in 12 µl ddH2O gelöst, wovon 8 µl für einen Kontrollverdau mit einem geeigneten Restrik-
tionsenzym verwendet werden (s. 2.1.8). Da das durch homologe Rekombination entstandene Plasmid ei-
ne Größe von etwa 40 kb aufweist, liefert ein Restriktionsverdau meist eine Vielzahl von DNA-Frag-
menten. Deshalb müssen die Restriktionsenzyme so ausgewählt werden, dass gegenüber den Ausgangs-
plasmiden eindeutig erkennbare Fragmentbanden (meist im Größenbereich von 4 - 5 kb) neu entstehen
oder nicht mehr vorhanden sind.

• Transformation in E. coli XL1-Blue:
Um weitere Rekombinationsereignisse zu vermeiden, werden die verbliebenen 4 µl der Plasmid-DNA so-
fort in den Bakterienstamm E. coli XL1-Blue (s. 2.1.2) transformiert (s. 2.1.4). Die erhaltenen Bakteri-
enklone werden erneut mittels Mini-Präparation und anschliessendem analytischem Restriktionsverdau
untersucht. Rekombinante Plasmide werden durch Maxi-Präparationen vermehrt (s. 2.1.6.2).

• Transfektion in 293-Zellen:
Die rekombinanten Plasmide werden über Nacht einem Restriktionsverdau mit PacI unterzogen; das En-
zym wird anschließend für 20 min bei 65°C hitzeinaktiviert. Das hierdurch linearisierte rekombinante
Plasmid wird in 293-Zellen transfiziert (s. 2.2.3.2). In 293-Zellen werden rekombinante Adenoviren ge-
bildet; etwa 10 Tagen nach der Transfektion können die ersten durch Zell-Lyse entstandenen Plaques be-
obachtet werden. Nach vollständiger Lyse des Zellrasens wird der Überstand gesammelt und zur weiteren
Viruspropagation verwendet.

2.3.1.2 Propagation rekombinanter Adenoviren

2.3.1.2.1 Herstellung von Rohextrakt

Um eine hohe Transduktionseffizienz zu erzielen, erfolgt die Transduktion von Zellen mit Adenoviren in ei-
nem möglichst geringem Volumen in Serum-reduziertem Opti-MEM für 1 h bei 37°C. Um alle Zellen der
Kultur gleichzeitig zu infizieren und somit eine synchrone Propagation zu erhalten, sollte zur Herstellung von
Adenovirus-Rohextrakt eine Multiplicity of Infection (MOI) von mindestens 10 eingesetzt werden.

Materialien:

• 293-Zellen
• Adenovirus-Lösung
• DMEM (Life Technologies) mit und ohne hitzeinaktiviertes FCS
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• Opti-MEM (Life Technologies)
• 10 mM Tris, pH 8,0 mit 10 % (w/v) Glycerol

Durchführung:

• in 15 cm-Zellkulturschalen (Greiner Labortechnik) 293-Zellen aussäen und bis zu einer Konfluenz von
ca. 90 % kultivieren

• Zellen mit Adenoviren (gereinigte Lösung oder Rohextrakt) in 5 ml serumfreiem Medium für 1 h bei
37°C infizieren; anschließend 20 ml serumhaltiges Kulturmedium zugeben und bei 37°C inkubieren

• nach etwa 48 h erscheinen die Zellen abgerundet, aber noch nicht von der Unterlage abgelöst; zu diesem
Zeitpunkt der Infektion ist die Synthese der Viruspartikel bereits abgeschlossen, die Zellyse hat aber noch
nicht begonnen, d.h. die Viren befinden sich noch in den Zellen.

• Zellen mittels eines Costar-Zellschabers (Corning) vom Boden des Kulturgefäßes ablösen
alle weiteren Reinigungsschritte erfolgen bei 4°C:
• Zellsuspension in Zentrifugenröhrchen überführen, Zellen für 10 min bei 500 g sedimentieren
• Zellpellet in einem kleinen Volumen 10 mM Tris, pH 8,0 mit 10 % Glycerol aufnehmen; von 20 Zell-

kulturschalen werden etwa 10 ml des Rohextrakes erhalten
• zur Lagerung Rohextrakt bei -20°C bzw. zur langfristigen Aufbewahrung bei -80 °C einfrieren

2.3.1.2.2 Herstellung gereinigter Adenovirus-Lösungen durch CsCl-Zentrifugation

Materialien:

• 10 mM Tris, pH 8,0
• 10 mM Tris, pH 8,0 mit 10 % (w/v) Glycerol
• CsCl-Lösung, Dichte: 1,34 g/cm3:

48,3 g CsCl (Biomol) in 100 ml 10 mM Tris, pH 8,0 lösen
• CsCl-Lösung, Dichte: 1,43 g/cm3:

71,7 g CsCl (Biomol) in 100 ml 10 mM Tris, pH 8,0 lösen
• Adenovirus-Rohextrakt (s. 2.3.1.2.1)
• Dialysenschlauch 3/4“ x 25 Feet (Life Technologies):

mehrmals mit sterilem ddH2O spülen, um das in der Lagerungsflüssigkeit enthaltene Methanol und Azid
zu entfernen

• Polyallomer Quick-Seal-Zentrifugenröhrchen (39 ml Volumen, 25 x 89 mm; Beckman Instruments)
• Zentrifugationsröhrchen-Verschweiß-Gerät Tube Topper (Beckman Instruments)
• Kanülen: Sterican 0,9 x 40 mm (B. Braun, Melsungen)

Durchführung:

Alle Arbeitschritte der Virusreinigung erfolgen bei 4 °C, Lösungen und Zentrifuge werden vorgekühlt.

• Aufschluss der Zellen und Freisetzung der Viren:
Rohextrakt 3 Frier/Tau-Zyklen im Ethanol/Trockeneisbad bzw. im 37°C Wasserbad unterwerfen

• Zellreste für 15 min bei 3000 g abzentrifugieren, Pellet verwerfen; die Viruspartikel befinden sich nun im
Überstand, der einer weiteren Reinigung unterzogen wird

• Polyallomer Quick-Seal-Zentrifugenröhrchen (39 ml Volumen, 25 x 89 mm, Beckman Instruments) mit
11,6 ml CsCl-Lösung (Dichte: 1,43 g/cm3) sowie 17,4 ml CsCl-Lösung (Dichte: 1,34 g/cm3) befüllen

• anschließend 10 ml des Adenovirus-Rohextraktes einfüllen; jeweils 2 Zentrifugenröhrchen mit Tris-
Puffer austarieren und verschweißen (Tube Topper, Beckman Instruments)

• CsCl-Gradient für 3 h bei 100.000 g zentrifugieren (Ultrazentrifuge Optima L-70, Rotor Ti 70; Beckman
Instruments); nach der Zentrifugation ist eine opaleszierende Virusbande zu erkennen

• Zentrifugenröhrchen mit einer Kanüle belüften, mit einer weiteren Kanüle Virusbande vollständig abzie-
hen

• neues Zentrifugenröhrchen mit 11,6 ml CsCl-Lösung (Dichte: 1,43 g/cm3) sowie 17,4 ml CsCl-Lösung
(Dichte: 1,34 g/cm3) befüllen und Viruslösung überführen

• CsCl-Gradient erneut für 24 h bei 100.000 g zentrifugieren
• die nach der Zentrifugation sichtbare Virusbande in einem möglichst kleinen Volumen abziehen, um eine

maximale Viruskonzentration zu erreichen
• anschließend Viruslösung in einen Dialyseschlauch geben, der mit Klemmen verschlossen wird
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• Dialyse über Nacht gegen 10 mM Tris, pH 8,0 mit 10 % (w/v) Glycerol, wobei der Dialysepuffer zwei-
mal gewechselt wird

• Ausbeute: 2-3 ml gereinigte Viruslösung
• gereinigte Viruslösung aliquotieren und bei -80°C lagern

2.3.1.3 Plaque-Assay zur Titerbestimmung rekombinanter Adenoviren

Um den Virustiter einer gereinigten Adenovirus-Lösung zu ermitteln, wird ein sogenannter ,,Plaque-Assay“
durchgeführt. Die entstehenden Plaques werden anschließend fixiert und mit Kristallviolett gefärbt.

Materialien:

• 293-Zellen
• gereinigte Adenovirus-Lösung (s. 2.3.1.2.1)
• Opti-MEM (Life Technologies);
• 2x DMEM:

20 ml 10x DMEM
6 ml NaHCO3, 7,5% (Life Technologies),
10 ml FCS, hitzeinaktiviert 
mit sterilem ddH2O auf 100 ml auffüllen

• Agarose-Lösung 2 % (w/v) (SeaPlaque GTG Agarose, FMC BioProducts) in ddH2O

Durchführung:

• je 6x105 293-Zellen in 5 cm-Petrischalen aussäen
• am folgenden Tag bei ca. 70% Konfluenz Infektion mit Adenoviren: zunächst aus der gereinigten Vi-

ruslösung mit Opti-MEM eine Verdünnungsreihe (jeweils 1 ml) bis Log-Stufe 10-11 herstellen; eine Aus-
wertung ist im Bereich von 10 - 100 Plaques pro Platte möglich, deshalb sollte mindestens eine der Ver-
dünnungsstufen eine Plaque-Anzahl in diesem Bereich ergeben

• von den zu infizierenden 293-Zellen Medium abnehmen und Zellen mit Opti-MEM waschen
• anschließend je 1 ml der Virusverdünnungen auf die Zellen einer Schale geben
• Infektion der 293-Zellen für 4 h bei 37°C
• in der Zwischenzeit Agarose-Medium aus 2x DMEM-Medium und Agarose-Lösung (Verhältnis 1:1) her-

stellen und auf 42°C temperieren: Endkonzentration an Agarose beträgt 1 %
• anschließend pro Petrischale 10 ml Agarose-Medium zugeben und die Zellen bei 37°C inkubieren
• Plaques erscheinen nach 7-10 Tagen
• Fixierung und modifizierte Kristallviolett-Färbung der Zellen (s. 2.2.2.6) nach 10-14 Tagen
• auf die mit Agarose-Medium überschichteten Zellen pro 6 cm-Kulturschale 5 ml TCA, 5% (w/v) geben

und bei RT für 15-45 min fixieren
• Fixierlösung mit der Agaroseschicht vorsichtig abdekantieren und die fixierten Zellen 2x mit 5 ml Was-

ser pro 6 cm-Kulturschale waschen
• Färbung mit 5 ml Kristallviolett-Lösung für 15 min bei RT
• anschließend Färbelösung abnehmen und Schalen so lange mit Wasser waschen, bis aller überschüssiger

Farbstoff entfernt ist
• Kulturschalen bei RT trocknen und die Plaques auszählen
• der Virustiter wird in plaque forming units (pfu) angegeben und nach folgender Formel ermittelt:

Virustiter (pfu/ml) = Plaques pro Petrischale / Verdünnungsstufe

2.3.1.3 Untersuchung rekombinanter Adenoviren auf RCA

Unter dem generellen Sicherheitsaspekt des Arbeiten in S2-Gentechnik-Labors sowie im Hinblick auf einen
eventuellen Einsatz von rekombinanten Adenoviren in präklinischen Studien müssen Virus-Präparationen
nach der Reinignung auf eventuell vorhandene Wildtyp-Viruspartikel (replication competent adenovirus;
RCA) untersucht werden. Um sicherzustellen, dass verwendete Adenovirus-Präparationen frei von Wildtyp-
Verunreinigungen sind, jedoch das rekombinante Transgen enthalten, wird eine PCR durchgeführt. Mit dieser
sensitiven Methode kann ein Wildtyp-Viruspartikel in 109 pfu nachgewiesen werden (Zhang et al. 1995).
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2.3.1.3.1 Isolierung der adenoviralen DNA

Materialien:

• gereinigte Adenovirus-Lösung
• Proteinase K-Lösung:

10 mM Tris
10 mM EDTA
0,5 % (w/v) SD
100 µg/ml Proteinase K (Roche Diagnostics);
pH-Wert mit 0,1 M HCl auf 7,5 einstellen

• Aquaphenol (Roth)
• Chloroform/Isoamylalkohol (49:1)
• 3 M Natriumacetat, pH 8,0
• Ethanol, 100 %
• Ethanol, 70 % (w/v)

Durchführung:

• 50 µl der gereinigten Adenovirus-Lösung in einem Reaktionsgefäß mit 500-1000 µl Proteinase K-Lösung
versetzen und für 1 h bei 56 °C inkubieren

• anschließend 1 Vol. Phenol zugeben, Gemisch 10 sec kräftig schütteln und 5 min bei 10000 g und 4 °C
zentrifugieren

• nach der Zentrifugation befindet sich die DNA in der wäßrigen Phase, während die Proteine in der Inter-
phase und der organischen Phase zu finden sind; die obere, wäßrige Phase vorsichtig abnehmen und in
ein frisches Reaktionsgefäß überführen

• erneut mit 1 Vol. Phenol mischen und wie oben zentrifugieren
• erneut wäßrige Phase vorsichtig in ein frisches Reaktionsgefäß überführen
• weiterer Extraktionsschritt mit Chloroform/Isoamylalkohol: 1 Vol. des organischen Gemisches zugeben,

Gefäß schütteln und wie oben zentrifugieren
• wäßrige Lösung in ein frisches Reaktionsgefäß überführen und mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat,

pH 8,0, sowie 2,5 Vol. 100 % (w/v)-Ethanol versetzen
• Fällung für 30 min bei -80°C
• danach DNA für 10 min bei 4°C und 10000 g pelletieren
• DNA-Pellet mit 200 µl 70 % (w/v)-Ethanol waschen und bei RT trocknen
• abschließend in einem geeignetem Volumen sterilem ddH2O lösen

2.3.1.3.2 PCR der E1A- und E2B-Genregion

Die PCR wird gleichzeitig mit zwei Primerpaaren19 durchgeführt, ein Primerpaar bindet im E1A-Bereich und
detektiert Wildtyp-Viren. Rekombinante Adenoviren sind in diesem Bereich deletiert. Als interne Kontrolle
dient ein zweites Primerpaar, das in der E2B-Region bindet (Zhang et al. 1995).

Materialien:  siehe 2.1.14.2  (Standard-PCR-Reaktion)

Durchführung:  siehe 2.1.14.2,  PCR-Bedingungen nach Zhang et al. 1995.

2.3.1.4 Transduktion von adhärenten Zellen mit rekombinanter Adenoviren

Die Transduktion von adhärenten Zellen erfolgt in möglichst geringen Volumina, um eine hohe Transduk-
tionseffizienz zu erreichen. Das Virus wird in Serum-reduzierten Medium (Opti-MEM; Life Technologies)
zur benötigten Multiplicity of Infection (MOI) verdünnt, auf die Zellen gegeben und bei für 1 h bei 37°C in-
kubiert. Anschließend wird die Viruslösung entfernt und durch serumhaltiges Medium ersetzt. Die Inkubati-
onszeit von 1 h reicht für die Adsorption und den Eintritt der Adenoviren in die Wirtszelle aus, da diese Vor-
gänge sehr effizient und schnell ablaufen.

                                                          
19 Die Sequenzen aller verwendeten Primer sind im Anhang aufgelistet.
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2.3.2 Generierung rekombinanter Retroviren

Bei Gentransfer-Systemen auf retroviraler Basis muß sichergestellt sein, dass das rekombinante Retrovirus,
welches als Genfähre dient, nicht mit replikationskompetentem Wildtyp-Virus verunreinigt ist. Um diesem
Sicherheitsaspekt gerecht zu werden, macht man sich zunutze, dass bei der Bildung retroviraler Partikel die zu
verpackende retrovirale RNA ein trans-Element sein kann. Sogenannte Verpackungszelllinien sind in der
Lage, alle retroviralen Proteine zu synthetisieren. Verpackungsfähige retrovirale Wildtyp-RNA wird jedoch
nicht gebildet. Grund hierfür ist eine Deletion im Verpackungssignal des Retrovirus-Genoms, welches stabil
im Genom der Verpackungszellinie integriert ist. Die Verpackungszellinie wird nun mit einem Plasmid trans-
fiziert, das auf cDNA-Ebene die Information für eine verpackungsfähige RNA besitzt, jedoch keine kodieren-
den Sequenzen der virale Proteine trägt. Statt dessen enthält sie ein Fremdgen („Transgen“), z.B. Neor als
Selektionsmarker (verleiht G418-Resistenz) oder GFP als Reportergen, das unter der Kontrolle eines starken
(nicht-viralen) Promotors steht. Nach Transfektion wird die cDNA in RNA umgeschrieben, so dass nun retro-
virale Partikel gebildet werden, die „infektiös“, aber replikationsdefizient sind. Mit diesen rekombinanten
Retroviren können nun geeignete Zielzellen transduziert werden. Der Erfolg der Transduktion kann dabei
über die Expression des Selektionsmarkers kontrolliert werden (z. B. durch Selektion der transduzierten Zel-
len mit dem entsprechenden Antibiotikum). Als Verpackungszellinien werden die Zellinien PE501, PA317
(Miller & Buttimore 1986; Miller 1993) sowie Phoenix-eco und Phoenix-ampho (Achacoso et al. 1996) ein-
gesetzt. Als retrovirale Basis-Vektoren dienen pLXSN (s. 2.1.1.1; Miller & Rosman 1989) sowie pWZLneo
(s. 2.1.1.2; Rogulski et al. 1997; Morgenstern & Land 1990) und davon abgeleitete Konstrukte.

2.3.2.1 Retrovirale Verpackungszelllinien

2.3.2.1.1 PE501 und PA317: Verpackungszellen der zweiten Generation

Zur Herstellung der ersten retroviralen Verpackungszellinien wurde lediglich das Verpackungssignals in der
retroviralen DNA deletiert, so dass häufig das Auftreten von replikationskompetenten Retroviren beobachtet
wurde. Daher wurden bei Verpackungszellen der zweiten Generation weitere Veränderungen der retroviralen
DNA vorgenommen, um die Wahrscheinlichkeit herabzusetzen, dass durch homologe Rekombination mit
dem transfizierten Vektor replikationsfähige Helfer-Viren entstehen. Bei der Herstellung der Zelllinien PE501
und PA317 wurden die Sequenzhomologien zu pLXSN auf ein Minimum begrenzt (Miller & Buttimore
1986). Dies gelang durch Deletion der env-Region und eines Teils der pol-Region und Ersatz durch das env-
Gen des amphotropen Virus 4070A, sowie zusätzlich durch Ersatz des 3'-LTRs durch die polyA-Region von
SV40 und teilweise Deletion des 5'-LTRs (s. Abbildung 2.3). Es verbleibt eine homologe Region von 59 bp
der viralen DNA in PA317 und pLXSN, sowie ein Bereich am 3'-Ende des Verpackungssignals. Abbildung
2.3) zeigt die wesentlichen Merkmale des MoMLV-Wildtyp-Virus sowie der viralen Sequenzen der Verpak-
kungszelllinien PE501 bzw. PA317 und des Transfervektors pLXSN.

wt MoMLV gag LTR

pA

pol e-env

pLXSN
MCS

SV40 LTR

pA

neor

Transgen

PA317 gag SV40pA

pA

pol a-env

Abbildung 2.3: Vergleich der retroviralen Sequenzen von wt MoMLV, PA317 und pLXSN.
(Erläuterungen umseitig).
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Erläuterung der Abkürzungenin Abbildung 2.3: 
LTR: retroviraler Long Terminal Repeat; ∆LTR: LTR mit 5'-Deletion; retrovirales Verpackungssignal Ψ; ∆Ψ:
deletiertes Verpackungssignal; pA: Polyadenylierungssignal; SV40: early Enhancer/Promotor aus SV40; neor:
Neomycin-Resistenz-Gen (Aminoglycosid-Phosphotransferase aus Tn5).

2.3.2.1.2 Phoenix-eco und Phoenix-ampho: Verpackungszellen der dritten Generation

Phoenix-Zellen (Achacoso et al. 1996) sind sowohl in Bezug auf die Sicherheit als auch auf die erreichbaren
Virus-Titer den oben beschriebenen Verpackungszellinien PE501 und PA317 überlegen. So befinden sich die
retroviralen Gene nicht mehr auf einem einzigen Konstrukt, sondern die Expression von gag und pol einer-
seits und env andererseits erfolgt separat. Der 5'-LTR wurde vollständig durch einen RSV-Promotor (gag-pol-
Konstrukt) bzw. CMV-Promotor (env-Konstrukt) ersetzt. Weiterhin lassen sich Phoenix-Zellen, die von 293
Zellen abgeleitet sind, viel besser transfizieren als die von Mäusefibroblasten abgeleiteten Linien PE501 und
PA317, wodurch sich entsprechend höhere Virus-Titer erzielen lassen.

2.3.2.2 Generierung transienter Retrovirus-Produzentenzellen und
Transduktion adhärenter Zellen mit rekombinanter Retroviren

Retrovirale Verpackungszelllinien sezernieren mehrere Tage nach Transfektion von Transfervektoren retrovi-
rale Partikel in den Kulturüberstand. Retroviren besitzen auf Grund ihrer Lipidhülle eine negative Nettola-
dung auf ihrer Oberfläche, die zu Abstoßungsreaktionen zwischen den viralen Partikeln und den Zellen führt.
Der Zusatz von Polybrene (Hexadimethrin-Bromid), einem positiv geladenem quartären-Aminium-
Polykation, führt zu einem Ladungsausgleich auf den Zelloberflächen und führt zu Steigerungen der Trans-
duktionsraten um das 10-100-fache, verglichen mit Transduktionen ohne Polybrene-Zusatz. Da die viralen
Partikel nur eine Halbwertszeit von wenigen Stunden besitzen und nur durch Diffusion die Rezeptoren ihrer
Zielzellen erreichen, muss die Diffusionsstrecke so gering wie möglich gehalten werden. Die Verwendung
von 1 ml viralem Kulturüberstand für die Transduktion von Zielzellen in 6-well-Kulturgefäßen und 60 mm-
Petrischalen ist der hier gewählte Kompromiss zwischen der notwendigen Bedeckung der Zielzellen mit Me-
dium und einer möglichst kurzen Diffusionsstrecke. Die Transduktion erfolgt durch Zugabe des Kulturüber-
standes auf Zielzellen in der maximalen Wachstumsphase. Die Inkubation der Zielzellen im Zellkultur-
Brutschrank für 3-4 h wurde aus Praktikabilitäts-Gründen bei Standard-Bedingungen (36,5°C) durchgeführt,
obwohl gezeigt wurde, dass Bildung der Retrovirus-Partikel und Transduktion bei niedrigeren Temperaturen
(32°C) effektiver verlaufen.

Materialien:

• Sterilfilter mit Durapore-Membran (Millipore), 0,45 µm Porenweite
• 100x Hexadimethrin-Bromid („Polybrene“) (Fluka):

8 g Polybrene in 10 ml ddH2O lösen, sterilfiltrieren, Aliquots zu 1 ml bei –20°C lagern
• normales Kulturmedium mit 5-10% FCS

Durchführung der Transfektion (vergleiche auch 2.2.3):

• einen Tag vor Transfektion 5x105 PE501 oder PA317-Zellen in 6 cm-Kulturschalen aussäen;
Phoenix-eco oder –ampho-Zellen zwei Tage vor Transfektion aussäen (3x105 Zellen pro Schale)

• Verpackungszelllinie mit ca. 3 µg retroviralen Vektors per Lipofektion transfizieren (s. 2.2.3)
• 24 h nach der Transfektion Medium erneuern
• 48 h nach der Transfektion Medium, das die rekombinanten Retroviren enthält, abnehmen
• Überstand 5 min mit 3000 x g (Heraeus Megafuge 1.0 R mit Ausschwingrotor) bei 4 °C zentrifugieren,

oder durch einen 0,45 µm Sterilfilter mit niedriger Proteinbindung (Millipore) filtrieren (zum Abtrennen
von Zellen und Zelltrümmern)

• transfizierte Zellen entweder erneut mit frischem Medium überschichtem, um nochmals Virus-haltiges
Medium zu gewinnen oder verwerfen

• retroviralen Überstand sofort zur Transduktion von Zielzellen verwenden (s.u.) oder bei -80 °C lagern

Durchführung der Transduktion:

• frischer oder aufgetauter viraler Überstand in mehreren Log-Stufen verdünnen (z.B. 1:1, 10, 100, 1000)
und mit den entsprechenden Volumina 100x Polybrene mischen
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• Kulturmedium von den Zielzellen entfernen und Zielzellen mit 1 ml (bei 6-well-Kulturgefäßen oder
60 mm-Petrischalen) viralem Überstand oder entsprechenden Verdünnungen überschichten

• 3-4 h bei Standard-Bedingungen (36,5°C) im Brutschrank inkubieren
• dann 1 ml frisches Kulturmedium zugeben
• für die Titerbestimmung durch Selektion Zielzellen 24 h nach Transduktion splitten (s. 2.3.2.3.1)
• die Titerbestimmung durch FACS-Analyse erfolgt 2-4 Tage nach Transduktion (Analyse der sichtbaren

GFP-Expression; s. 2.3.2.3.2)

2.3.2.3 Bestimmung des retroviralen Titers

Die Bestimmung des retroviralen Titers erfolgt in Abhängigkeit des Markergens, das im retroviralen Vektor
enthalten ist. In den üblicherweise verwendeten Vektoren ist meist ein Antibiotikum-Resistenzgen wie z.B.
Neor (Aminoglykosid-Phosphotransferase: Neomycin- bzw. G418-Resistenz) oder Puror (Puromycin-Acetyl-
transferase: Puromycin-Resistenz) enthalten. Zum anderen kann ein enthaltenes Reportergen wie nls-lacZ
oder GFP zur Titerbestimmung verwendet werden.
Um das Ausmaß der Bildung von rekombinanten Retroviren zu quantifizieren, werden 3T3- (oder HuH7-)-
Zellen als Zielzellen mit verschiedenen Verdünnungen des Zellkulturüberstands, der die transient erzeugten
Retroviruspartikel enthält, versetzt. Zellen, die erfolgreich transduziert werden, integrieren das Genom des
rekombinanten Retrovirus und exprimieren dann das Markergen. Dient eine Antibiotika-Resistenz als Selekti-
onsmarker (also neor oder Puror), sind die Zellen in der Lage, in Medium, das G418 bzw. Puromycin enthält,
zu proliferieren, während nicht transduzierte Zellen absterben. Erfolgt der Transduktionsnachweis mit Hilfe
des nls-lacZ-Gens, so werden die transduzierten Zellen mit Hilfe einer histochemischen Färbemethode (X-
Gal-Färbung) sichtbar gemacht. Die GFP-Expression kann durch FACS-Analyse quantifiziert werden (s.
2.3.2.3.2).

2.3.2.3.1 Titerbestimmung mittels Selektion auf Antibiotika-Resistenz (G418-Selektion)

Die Titerbestimmung des viralen Überstandes durch G418-Selektion nutzt die Resistenz derjenigen Zellen
aus, die von einem viralen Partikel mit intaktem Neor-Resistenzgen transduziert wurden. Da die Expression
des Resistenzgenes erst ca. 24 h nach der Transduktion in einer Resistenz gegen G418 wirksam wird, kann
erst zu diesem Zeitpunkt die Zugabe des Selektionsmedium zu den transduzierten Zellen erfolgen.

Materialien:

• 100x Hexadimethrin-Bromid („Polybrene“) (Fluka), s. 2.3.2.2
• G418 (100 mg/ml-Stammlösung) (Life Technologies):

10 g G418 auf 100 ml ddH2O auffüllen, sterilfiltrieren, Aliquots zu 10 ml bei –20°C lagern
• PBS
• Versen-Lösung (Life Technologies)

Durchführung:

• einen Tag vor Transduktion 3T3- (bzw. HuH7)-Zellen in 6 cm-Kulturschalen (5x105) oder 6-well-Platten
(2,5-3 x 105) aussäen

• Zellen mit verschiedenen Polybrene-haltigen Verdünnungen des retroviralen Überstandes versetzen (s.
2.3.2.2)

• nach 24 h Zellen trypsinieren; dazu Medium absaugen und Zellen je 1x mit Versen und mit PBS wa-
schen, dann mit Trypsin von den Kulturschalen ablösen

• als 1/10 der Zellen in 6-well-Kulturgefäßen aussäen (Doppelbestimmung: pro Verdünnungsstufe zwei
wells): dazu Verdau durch Zugabe von Kulturmedium abstoppen und Zellen gut resuspendieren

• nach weiteren 24 h Kulturmedium durch G418-haltiges Medium (600 µg/ml für NIH-3T3-, 300 µg/ml für
HuH7-Zielzellen) ersetzen

• alle 3-5 Tage G418-Medium erneuern, um tote Zellen zu entfernen
• nach 12-14 Tagen Zellen fixieren und färben (Kristallviolett-Färbung, s. 2.2.2.6)
• Zahl der resistenten Kolonien auszählen
• Berechnung des Virus-Titers (cfu: colony forming units):

Titer in cfu/ml = (Anzahl der Kolonien  /  Volumen des Virus-Mediums in ml) x Verdünnungsfaktor
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2.3.2.3.2 Titerbestimmung mittels Nachweis der GFP-Expression (FACS-Analyse)

Der Titer des retroviralen Partikel im Kulturüberstand kann auch durch Messung der GFP-Expression nach
Transduktion von Zielzellen bestimmt werden. Die Quantifizierung des Prozentsatzes an GFP-positiven Zel-
len erfolgt dabei durch FACS-Analyse (s. 2.2.5).

Materialien:

• 100x Hexadimethrin-Bromid („Polybrene“) (Fluka), s. 2.3.2.2
• PBS
• Versen-Lösung (Life Technologies)

Durchführung:

• einen Tag vor Transduktion 2,5x105 Zielzellen in 6-well-Kulturschalen aussäen
• Zellen mit Polybrene-haltigen Verdünnungen des retroviralen Übestandes transduzieren (s. 2.3.2.2);

zunächst mit 1:1, 1:5 und 1:25-Verdünnungen des viralen Überstandes beginnen
• Zellen nach 48 h trypsinieren; zur Vermittlung einer möglichst quantitativen Ablösung vom Boden der

Kulturschalen Zellen zunächst je 1x mit Versen und mit PBS waschen, dann mit Trypsin ablösen
• Zellen durch Zentrifugation pelletieren, in ca. 500 µl PBS resuspendieren und in spezielle FACS-

Röhrchen (Becton Dickinson) überführen
• FACS-Analyse (s. 2.2.5):

GFP-Fluoreszenz im FL1-H-Fluoreszenzkanal (Anregungs-Wellenlänge: 488 nm) detektieren, dazu
20.000 Zellen auszählen

• Berechnung des Virus-Titers über Prozentsatz der GFP-positiven Zellen (gfu: GFP forming units):

Titer in gfu/ml =

(Prozentsatz GFP-positiver Zellen x Gesamt-Zellzahl  /  Volumen des Virus-Mediums in ml)
x Verdünnungsfaktor
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2.4 Proteinchemische Materialien und Methoden

2.4.1 Zellaufschluss von adhärenten Zellen

Zur Gewinnung des Gesamtproteins aus kultivierten, adhärenten Zellen werden diese mechanisch (also nicht
enzymatisch, um eine Schädigung von Membran- und Matrixproteinen zu vermeiden) vom Boden des Kultur-
gefäßes abgelöst. Anschließend erfolgt zur Freisetzung der zellulären Proteine ein Zellaufschluss. Im Gegen-
satz zur Isolierung von Proteinen aus Geweben oder Organen, ist die Gefahr eines Proteasen-vermittelten
Abbaus der freigesetzten Proteine viel geringer, so dass dem Lysepuffer in der Regel keine Proteasehemmer
zugesetzt werden müssen.

Materialien:

• Lysepuffer:
150 mM NaCl
50 mM Tris-HCl, pH 7,6.
2 mM PMSF
1 % (w/v) Nonidet P40

Durchführung:

• zunächst Zellen mit PBS waschen, mit einem Costar-Zellschaber (Nunc) vom Flaschen- bzw. Schalen-
boden ablösen und in 15 ml Röhrchen überführen

• 5 min mit 1000 Upm bei 4 °C zentrifugieren, Überstand abnehmen und verwerfen
• Zellsediment in Lysepuffer aufnehmen (z.B. 500 µl für die Zellen einer 10 cm-Schale) und in vorge-

kühlte 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführen
• um ein homogenes Lysat zu erhalten, Zellsuspension unter Kühlung auf Eis oder Trockeneis 10-20 x

durch eine dünne Kanüle (0,9 x 70 mm) aufziehen
• zur Abtrennung von Zelltrümmern das Lysat für 10 min mit 15000 g bei 4 °C zentrifugieren
• nur den Überstand weiterverwenden und in ein frisches, vorgekühltes Reaktionsgefäß überführen
• Lagerung der gewonnenen Lysate bei -80 °C

2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (Bardford 1976) basiert auf der Fähigkeit von Coomassie brilliant blue
G250, an Proteine zu binden, was einen konzentrations-abhängigen Farbumschlag von braun nach blau be-
wirkt. Die Bindung erfolgt hauptsächlich an Arginin und aromatische Aminosäure-Reste. Zu beachten ist,
dass zahlreiche Substanzen, insbesondere Detergentien, diesen Test stören können. Für die in Lysepuffern
enthaltenen Komponenten gelten die in Tabelle 2.3 aufgeführten Konzentrationsgrenzen. Um eine Störung
des Tests zu vermeiden, müssen die Proben verdünnt oder vor der eigentlichen Proteinbestimmung mit TCA
gefällt und in PBS resuspendiert werden.

Tabelle 2.3: Sustanzen, die bei der Proteinbestimmung nach Bradford interferieren.

{PRIVATE}Komponente: maximale Konzentration20:

EDTA 2,5 mM 

NaCl 125 mM 

Natrium-Desoxycholat 0,0025% 

Nonidet P40 keine Angabe 

Tris-HCl 50 mM 

Triton X100 0,0025% 

                                                          
20 Endkonzentrationen im Gemisch aus Probe und Reagenz; bezogen auf eine Mikrotiterplatten-Bestimmung, bei der 10 µl

Proteinprobe und 200 µl Bradford-Reagenz eingesetzt werden.
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Materialien:

• Bradford-Reagenz:
100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 in 47,5 ml EtOH (100 %, unvergällt) lösen, dann 100 ml Phos-
phorsäure (85 %) zugeben und die Lösung mit ddH2O auf 1000 ml auffüllen; bei 4°C ca. 1 Jahr haltbar

• Protein-Standards:
BSA in den Konzentrationen 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml und 0,25 mg/ml in Detergentien-freiem
Lysepuffer lösen; bei -20°C aufbewahren

Durchführung:

• 1:10, 1:5 und 1:2 Verdünnung (jeweils 10 µl) der Zelllysate herstellen
• 400 µl Bradford-Reagenz zu Verdünnungen bzw. je 10 µl der Standards geben
• je 200 µl für Doppelbestimmungen in die Kavitäten einer ELISA-Platte geben, als Leerwert dient Deter-

gentien-freier Lysepuffer (10 µl + 200 µl Bradford-Reagenz je Kavität
• Platte im ELISA-Reader (Dynatech MR7000) bei 600 nm vermessen und auswerten
• Bestimmung der Probenkonzentrationen anhand der Eichgerade

2.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Bei dem verwendeten elektrophoretischen Verfahren (Laemmli 1970) erfolgt die Trennung der Proteine unter
denaturierenden Bedingungen in Anwesenheit von SDS und β-Mercaptoethanol. Es wird eine Kombination
von zwei Geltypen eingesetzt wird: ein großporiges Sammelgel, in welchem die Proteine konzentriert und zu
einer scharf begrenzten Zone gesammelt werden, und ein darunter liegendes kleinporiges Trenngel, in wel-
chem die Proteine nach Molekulargewicht getrennt werden. Als Gelmaterial wird Polyacrylamid verwendet.

Das Trennvermögen dieser diskontinuierlichen Elektrophorese beruht auf der Kombination des Mo-
lekularsieb-Effekts mit einem Konzentrierungs-Effekt. Letzterer wird dadurch verursacht, dass sich in Trenn-
und Sammelgel andere Ionen (Leitionen: Chlorid-Anionen) als in den Elektrodengefäßen (Folgeionen:
Glycinat; Glycin ist ein Zwitterion, der Ladungszustand folglich pH-abhängig) befinden und der pH-Wert im
Sammelgel niedriger ist als im Elektrodenpuffer und im Trenngel. Die effektiven Beweglichkeiten aller an der
Elektrophorese beteiligten Ionen verhalten sich dabei wie folgt: Leitionen > Proteine > Folgeionen. Bei Anle-
gen einer Gleichspannung wandern die Leitionen infolge ihrer hohen Beweglichkeit im Sammelgel schneller
als  Proteine und Folgeionen und hinterlassen eine Zone geringerer Leitfähigkeit. Dadurch steigt die Feldstär-
ke, was wiederum eine Beschleunigung der Proteine und Folgeionen hervorruft. Da die Proteine nicht
schneller wandern als die Leitionen, andererseits von den Folgeionen nicht überholt werden können, entsteht
eine schmale, konzentrierte Proteinschicht.

Bein Übergang vom Sammel- zum Trenngel, nimmt wegen des alkalischeren pH-Wertes im Trenn-
gel die Beweglichkeit der Folgeionen stark zu und erreicht die Beweglichkeit der Leitionen. Damit wandern
im Trenngel Leit- und Folgeionen der Proteinschicht voraus.
Die Trennung der Proteine erfolgt unter denaturierenden Bedingungen hauptsächlich nach der Größe der Pro-
teine. SDS als starkes Detergenz zerstört alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen, während mit Hilfe von
β-Mercaptoethanol Disulfidbrücken reduziert werden. Weiterhin binden die SDS-Anionen an die Proteinkette
(1 SDS-Anion je 2 Aminosäure-Reste), so dass ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein entsteht,
dessen stark negative Ladung der Zahl der Aminosäure-Reste und damit dem Molekulargewicht ungefähr
proportional ist. Die durch das gebundene SDS hervorgerufene negative Ladung „überdeckt“ im Regelfall die
ursprüngliche Nettoladung des Proteins bei weitem, so dass diese bei der Auftrennung keine Rolle mehr
spielt.

Materialien:

• Acrylamid/Bisacrylamid (30 %, (w/v)):
Rotiphorese Gel 30 (Roth), gebrauchsfertig

• Tris-HCl, 1 M (pH 8,7) für Trenngel:
60,56 g Tris-Base in 400 ml ddH2O lösen, pH mit conc. HCl auf 8,7 einstellen, auf 500 ml auffüllen

• Tris-HCl, 1 M (pH 6,8) für Sammelgel:
12,21 g Tris-Base in 80 ml ddH2O lösen, pH mit conc. HCl auf 6,8 einstellen, auf 100 ml auffüllen

• SDS (20 %):
28,84 g SDS in 100 ml ddH2O lösen



Material & Methoden

62

• 5x Elektrophoresepuffer:
15,1 g Tris Base, 94 g Glycin, 5 g SDS in 900 ml ddH2O lösen, auf 1000 ml auffüllen (eine 10x Lösung
kann auf Grund der mangelnden Löslichkeit des Glycins nicht angesetzt werden; nach dem Verdünnen
auf 1x Puffer beträgt der pH 8,3; pH nicht einstellen!)

• APS-Stammlösung (10 % (w/v)): 
1 g APS in 10 ml ddH2O lösen; aliquotieren und bei -20°C lagern (praktisch unbegrenzt haltbar)

• 2x Probenpuffer:
1 ml 1 M Tris, pH 6,8 final: 100 mM Tris, pH 6,8
2 ml Glycerol final: 20 % Glycerol
2 ml 20 % SDS final: 4 % SDS
ddH2O auf 9 ml auffüllen und mit 2 mg Bromphenolblau versetzen;
unmittelbar vor Gebrauch β-Mercaptoethanol (final: 10 %) zusetzen

• Molekulargewicht-Standard:
Full Range Recombinant Protein Marker (Amersham Pharmacia Biotech)

Gießen des Gels:

• Vorarbeiten:
für 16 x 18 cm-Gele (1 mm dick) die entsprechenden Glasplatten (Ohren- und Spacerplatten) je 2x mit
EtOH (80 %) und ddH2O reinigen (Kimwipes, fusselfrei); auf die Spacerplatte erst die Silicondichtung,
dann die Ohrenplatte auflegen und Sandwich mit den entsprechenden Klammern fixieren

• Gießen des Trenngels (10 %): 
Rezept für zwei große Gele:
24 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (30 % / 0,8 %)
17,8 ml ddH2O
27 ml 1 M Tris-HCl, pH 8,7
300 µl 20 % (w/v) SDS
300 µl 10 % (w/v) APS
30 µl TEMED;
nach Zugabe der beiden letzten Komponenten jeweils kurz mischen und Gele sofort gießen;
direkt nach dem Gießen Flüssigkeit mit wasser-gesättigtem n-Butanol überschichten, um einen geraden
Gelrand zu erhalten; nach ca. 1 h n-Butanol vom polymerisierten Trenngel abgiessen und mit ddH2O
nachspülen, verbliebene Flüssigkeitsreste mit Whatman 3MM Filterpapier absaugen

• Gießen des Sammelgels (5 %):
3,6 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Lösung (30 % / 0,8 %)
15,5 ml ddH2O
2,8 ml 1 M Tris-HCl, pH 6,8
110 µl 20 % (w/v) SDS
zusammengeben und Polymerisationsreaktion durch Zugabe von
110 µl 10 % (w/v) APS, 12 µl TEMED
starten und die polymerisierten Trenngele mit der Sammelgellösung überschichten;
direkt nach dem Gießen Probenkämme einsetzen; nach ca. 1-2 h ist die Polymerisierungsreaktion voll-
ständig und die Gele können mit den Proben beladen werden

Gel-Lauf:

• Vorarbeiten:
Kamm entfernen, Gelreste vorsichtig aus den Taschen mit ddH2O auswaschen; dann Gelsandwich in die
Gelkammer (Hoefer) einbauen; vor dem Probenauftrag Taschen mit Laufpuffer spülen und Luftblasen am
unteren Gelrand entfernen.

• Probenvorbereitung:
Zelllysate auftauen und gewünschte Menge entnehmen; alle Proben sowie Molekulargewichtsstandard
mit Lysepuffer auf das gleiche Volumen bringen und mit der entsprechenden Menge 2x Probenpuffer
versetzen; Proben werden für 5 min bei 90 °C inkubieren21 und aufs Gel auftragen

• der Probeneinlauf erfolgt mit konstanter Spannung (80 V), die Auftrennung der Proben bei 100 V über
Nacht; Elektrophorese beenden, sobald Bromphenolblau-Bande die untere Gelgrenze erreicht hat

                                                          
21 Full Range Recombinant Molekulargewichts-Standard sollte weder mit Probenpuffer versetzt noch erhitzt werden, da

dies die an die Proteine gekoppelten Farbstoffe zerstört; damit ginge der entscheidende Vorteil dieses Markers verloren,
nämlich die Sichtbarkeit der Proteinbanden sowohl im Gel als auch auf der Membran nach erfolgtem Proteintransfer.
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2.4.4 Western-Blotting

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurde in Analogie zu den DNA- und RNA-Nachweisverfahren
Southern- und Northern-Blotting eine Methode entwickelt, die als Western Blotting bezeichnet wird (Burnette
1981; Towbin & Gordon 1984).

Hierbei werden die Proteine zunächst elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend werden die auf-
getrennten Proteine im eigentlichen Blotting-Schritt in einem elektrischen Feld vom Gel auf eine Trägermem-
bran übertragen. Die immobilisierten Proteine werden mit einem für das nachzuweisende Protein spezifischen
Antikörper inkubiert. Der Nachweis der gebundenen Anitkörper erfolgt üblicherweise nicht-radioaktiv: ein
sekundärer Antikörper, der gegen den Fc-Teil des primären Antikörpers gerichtet und mit einem Enzym ge-
koppelt ist, katalysiert eine leicht detektierbare Reaktion (s. 2.4.4.2).

2.4.4.1 Wet-Blotting

Materialien:

• Blotpuffer (Towbin-Puffer):
2,42 g Tris (Endkonzentration: 48 mM)
11,26 g Glycin (Endkonzentration: 39 mM)
mit 700 ml ddH2O versetzen, pH auf 8,3 einstellen;
dann 200 ml Methanol zusetzen (Endkonzentration: 20% (v/v)), mit ddH2O auf 1 l aufgefüllen

• PVDF-Membran (Hybond P; Amersham Pharmacia Biotech)

Durchführung:

• Vorbereitung der PVDF-Membran:
Membran vollständig mit Methanol benetzen, dann 5 min in ddH2O zum Entfernen des Methanols unter
leichtem Schütteln einweichen, dabei Wasser 2-3 mal wechseln, abschließend für 15 min in Blotpuffer
eingeweichen (darauf achten, dass die hydrophobe PVDF-Membran immer vollständig benetzt ist)

• Zusammenbau des Blot-Sandwichs:
3 Whatman 3MM-Filterpapiere auf Gelgröße zuschneiden und in Blotpuffer einweichen;
Blot-Sandwich zusammenbauen: auf den schwarzen Teil der Schmetterlings-Kassette in Blotpuffer ge-
tränkten Schwamm, darüber 2 ebenfalls getränkte Whatman-Papiere auflegen; Trenngel auf ein mit Blot-
puffer getränktes Whatman Papier überführen und schnell luftblasenfrei auf die Whatman-Papiere aufle-
gen; dann die vorbereitete Membran schnell luftblasenfrei auf das Trenngel auflegen; die PVDF-Mem-
bran nie trocknen lassen; wegen der einsetzenden Bindung der Proteine an die Membran nach Möglich-
keit nicht mehr nachträglich gegen das Gel verschieben; abschließend ein weiteres getränktes Whatman-
Papier auflegen, Schwamm hinzufügen und die Kassette schließen

• Proteintransfer (Blotting):
Wet-Blot-Apparatur (BioRad Trans-Blot Cell) mit vorgekühltem Blotpuffer füllen, Blot-Sandwich
überführen und Proteinproben für mindestens 90 min bei 400 mA und 4°C blotten
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2.4.4.2 ECL-Detektion

Das Enhanced Chemiluminescence System (ECL) ist eine nicht-radioaktive Methode zur Detektion von im-
mobilisierten Antigenen, die direkt oder indirekt mit Meerrettich-Peroxidase (HPR) konjugiertem Antikörper
markiert werden. HPR und H2O2 katalysieren die Oxidation von Luminol, einem cyclischen Diacylhydrazid.
Das Oxidationsprodukt befindet sich in einem angeregten Zustand und geht unter Lichtemission (428 nm)
wieder in den Grundzustand über. Die Lichtemission wird mittels Belichtung eines Röntgenfilms sichtbar
gemacht. Die Oxidationsreaktion findet in Anwesenheit von chemischen Verstärkern, z.B. Phenol, statt, die
die Lichtremission um das 100-fache erhöhen und die Emissionszeit verlängern. Die Chemolumineszenz
erreicht ca. 5 min nach Substratzugabe das Maximum der Lichtemission, dann fällt die Signalstärke langsam
ab. In Abbildung 2.4 ist das Funktionsprinzip des ECL-Systems schematisch dargestellt.
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Abbildung 2.4: Prinzip der ECL-Detektion.
An das immobilisierte Protein bindet der für das zu detektierende Protein spezifische Primärantikörper. Des-
sen Fc-Teil wird vom Sekundärantikörper erkannt, der mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ist. Diese
setzt das Substrat Luminol in einer Licht-erzeugenden Reaktion um. Die Lichtemission wird mit Hilfe eines
Films detektiert (Abbildung nach Spiegel, 2000).

Materialien:

• TBS:
8,76 g NaCl (Endkonzentration: 150 mM)
1,57 g Tris (Endkonzentration: 13 mM)
in 900 ml ddH2O lösen, pH mit conc. HCl auf 7,5 einstellen und auf 1 l auffüllen

• TBS-T:
1 l TBS, pH 7,5, mit 200 µl Triton X-100 (final: 0,02 %) (Sigma-Aldrich) versetzen

• Block-Lösung:
Rotiblock-Konzentrat (Roth) 1:10 in ddH2O verdünnen (50-100 ml pro Blot)

• Primär-Antikörper-Verdünnungen22:
alle Verdünnungen werden in Blocklösung angesetzt (10-20 ml pro Blot):
- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen HSV-1 VP22 (AGV30): 1:5000-7.500
- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen E. coli CD (Rogulski et al. 1997): 1:3.000
- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen HSV-1 TK: 1:2.000

                                                          
22 Herkunft der Antikörper s. 2.2.6.
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- polyklonales Kaninchen-Antiserum gegen GFP (Clontech): 1:5.000
- monoklonale Maus-Antikörper gegen HSV-1 TK (4C8, 9G10, 10C11): 1:1.000
- monoklonaler Maus-Antikörper CMV-018-48151 (Capricorn Products): 1:1.000

• Sekundärantikörper (Anitkörper-HRP-Konjugat):
Antikörper-HRP-Konjugate, anti-Maus-IgG oder anti-Kaninchen-IgG (Amersham Pharmacia Biotech):
1:3.000; in Block-Lösung verdünnen (10-20 ml pro Blot)

• ECL-Detektionslösungen 1 und 2 (Amersham Pharmacia Biotech)
• ECL-Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech)

Durchführung:

• Blocken der Membran:
Membran für 1 h bei RT unter Schütteln in 50-100 ml Block-Lösung inkubieren; anschließend Block-
Lösung verwerfen

• Bindung des primären Antikörpers: 
Antikörper-Verdünnung unmittelbar vor Gebrauch herstellen und auf die geblockte Membran geben, bei
RT für 1 h inkubieren; die Antikörper-Verdünnung kann mehrfach verwendet werden, Lagerung bei 4°C

• Waschen:
Antikörper-Lösung entfernen; nicht an die Membran gebundene Immunglobuline durch Waschen mit
TBS-T entfernen: 3 x 10 min mit je 50 ml TBS-T waschen

• Bindung des sekundären Antikörpers:  
Antikörper-HRP-Konjugat-Verdünnung unmittelbar vor Gebrauch herstellen und auf die gewaschene
Membran geben, bei RT für 1 h unter Schütteln inkubieren

• Waschen:
Antikörper-Lösung entfernen; Membran 6 x 10 min mit je 50 ml TBS-T waschen

• Detektion: 
je 7,5 ml ECL-Reagenz 1 und 2 mischen; gewaschene Membran auf einen aufgeschnittenen Vernich-
tungsbeutel (Brand) überführen; ECL-Mischung auf die Membran geben und für 60 sec inkubieren; über-
schüssiges Reagenz durch Abtropfen entfernen, dann Beutel zuklappen, Luftblasen entfernen und Beutel
in Filmkassette überführen;
in der Dunkelkammer ECL-Hyperfilm auflegen; mit 15 sec Belichtungszeit beginnen, dann Film entwik-
keln; anhand der Intensität der Banden Belichtungszeit für ein optimales Ergebnis abschätzen und Be-
lichtung sowie Entwicklung wiederholen
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2.5 Immunologische Materialien und Methoden
Zur Austestung einer CTL-Antwort im Mausmodell werden geeignete Mäuse mit Zellen, die das potenziell
immunogene Protein stabil herstellen, immunisiert. Dazu stellt man zunächst durch Transfektion von Expres-
sionsplasmiden und Selektion von Klonen stabile Zelllinien definierter Haplotypen her. Beispielsweise sind
MC-57-Zellen syngen zu C57BL/6-Mäusen (Haplotyp H-2b) und C4-Zellen syngen zu BALB/c-Mäusen
(Haplotyp H-2d). Die Immunisierung der Mäuse (s. 2.5.1) erfolgt durch i.p.-Injektion der jeweils syngenen
stabilen Zelllinien. Nach 8 Tagen wird die Milz explantiert, die Zellen vereinzelt und in Kultur genommen.
Sogleich erfolgt eine Stimulation der Milzzellen durch erneute Präsentation der immunogenen Epitope. Dies
geschieht entweder durch Zugabe der stabilen Zelllinie oder durch Zugabe synthetischer Peptide, die als
mögliche Liganden der MHC-Klasse-I-Moleküle vorausgesagt wurden.

Fünf Tage nach dem Stimulus wird die Stärke und Spezifität der CTL-Antwort im Cr-release-Assay
getestet (s. 2.5.2). Dabei werde Ziel-Zellen, die mit 51Cr vorinkubiert sind, mit stimulierten Milz-Effektor-
Zellen gemischt. Wirken die stimulierten Milzzellen cytotoxisch, wird das intrazelluläre radioaktive 51Cr
durch die Lyse der Zellen freigesetzt und kann im β-Zähler quantifiziert werden.

2.5.1 Immunisierung von BALB/c-Mäusen: Generierung von CTLs

Materialien:

• ACT-Lösung:
Lösung A: 7,47 g NH4Cl in 900 ml ddH2O lösen (8,3 g/l NH4Cl = 0,16 M)
Lösung B: 2,06 g Tris-Base in ddH2O lösen (0,17 M), pH auf 7,65 einstellen, auf 100 ml auffüllen
Lösung A und B zusammengeben, pH-Wert auf 7,2 einstellen

• „Killermedium” (Rezept für 500 ml):
αMEM: Eagles’s Minimal Essential Medium, Alpha-Modifikation (Sigma)
25 ml Überstand ConcavalinA (ConA)-aktivierter Ratten-Milzzellen (enthält u.a. viele Cytokine)
25 ml αMM (Methyl-Mannosit; Sigma) in PBS (desaktiviert restliches ConA)
5 ml L-Glutamin
2,5 ml ß-Mercaptoethanol, 1:2500 in RPMI-Medium
10 % FCS

• αααα-Medium:
entspricht dem „Killermedium”, jedoch ohne Zusatz von ConA-Überstand und αMM

Durchführung der Immunisierung:

• 1 x 107 zur Immunisierung verwendete Zellen in 100 µl PBS resuspendieren
• Zellen im γ-Strahler mit 32,3 Gy  (= 3:41 min) bestrahlen
• Zellsuspension in die Mäuse intraperitoneal (i.p.) injizieren
• nach 8 Tagen Töten der Maus durch Genickbruch
• Milz entnehmen, in vorbereitetes 15 ml-Falcon-Gefäß mit sterilem PBS überführen
• Milz durch Sieb drücken
• 10 ml PBS zugeben
• 3 min mit 1500 Upm (ca. 4000 x g) bei 4°C zentrifugieren
• zur Lyse der Erythrocyten 2 ml ACT-Lösung zugeben, kurz warten
• 8 ml α-Medium zugeben
• 3 min mit 1500 Upm (ca. 4000 x g) bei 4°C zentrifugieren
• Milzzellen resuspendieren und 1x107 pro Kavität einer 6-well-Kulturschale in α-Medium ausplattieren
• anschließend Stimulation der Milzzellen:

Zugabe von 1 x 106 der zur Immunisierung verwendeten stabil transfizierten Zellen oder 
synthetische Peptide (100 ng/ml Endkonzentration pro Peptid)

• stimulierte Milzzellen 5 Tage im Brutschrank inkubieren, dann mittels Chrom-release-Assay analysieren
(s. 2.5.2)

Durchführung der Restimulation:

die Restimulation wird wöchentlich durchgeführt:
• Töten der Maus durch Genickbruch



Material & Methoden

67

• Milzentnahme, Zellvereinzelung durch Sieb, Lyse der Erythrocyten, Zugabe von α-Medium wie oben
• Zellen im γ-Strahler mit 32,3 Gy  (= 3:41 min) bestrahlen
• 3 min mit 1500 Upm bei 4°C zentrifugieren
• Killermedium zugeben, so dass ca. 5x106 Feeder-Milzzellen pro well
• Zugabe von 5x105 CTL-Zellen, die für 1h bei 37°C mit 100 ng/ml Peptiden beladen und mit 200 Gy

(= 22 min) bestrahlt wurden oder
Zugabe von 5x105 Transfektanden (stabile Zelllinien), die wie oben bestrahlt wurden

2.5.2 Chrom-release-Assay

Im 51Cr-Freisetzungstest werden Zellen mit Na2CrO4 inkubiert. Das CrO4
2--Anion gelangt durch spezifische

Ionenkanäle in die Zelle und wird dort durch Glutathion zu CrIII reduziert. CrIII gelangt in den Zellkern und
bindet dort an die DNA. Wird solch eine Zielzelle nun von CTLs erkannt, wird sie von diesen lysiert und ihre
intrazellulären Substanzen freigesetzt. Das radioaktiv-markierte CrIII kann so im Überstand der Lösung nach-
gewiesen werden (Brunner et al. 1968).

Materialien:

• Na2
51CrO4 (5 µCi/ml, Amersham)

• RPMI-Medium (Life Technologies)
• Feststoff-Scintillatorplatte (Packard)
• ββββ-Zähler (1450 Microbeta Plus-Counter, Wallac)
• 0,2 % Triton X-100 (Sigma)

Durchführung:

• gewünschte Menge Zielzellen abzentrifugieren
• auf das Pellet 5 µl Na2

51CrO4 geben und 45 min bei 37°C inkubieren
• 2x mit 2 ml komplettem RPMI-Medium waschen
• Test selbst in Mikrotiterplatten (runder Boden, Costar) ausführen:

je 100 µl komplettes RPMI-Medium vorpipettieren, 1. Kavität dabei frei lassen; Effektorzellen in 150 µl
komplettem RPMI-Medium vorlegen und daraufhin jeweils 50 µl über die Testvertiefungen transferieren

• zu den Effektorzellen dann je 100 µl komplettes RPMI-Medium mit je 1 x 104 51Cr-markierten Zielzellen
pipettieren, so dass das Endvolumen pro Vertiefung 200 µl beträgt

• Test für 4 h bei 37°C inkubieren
• danach aus jeder Vertiefung 50 µl des Überstandes auf die Feststoff-Scintillatorplatte übertragen
• Scintillatorplatte über Nacht oder bei 60°C für 45 min trocknen
• anschließend im β-Zähler auszählen
• Bestimmung der maximalen Freisetzung: 100 µl markierte Zielzellen mit 100 µl 0,2 % Triton X-100

mischen; Bestimmung der spontanen Freisetzung: zu den Zielzellen komplettes RPMI-Medium geben;
beide Werte als Doppelbestimmungen ermitteln

• Anteil der lysierten Zellen durch Anwendung folgender Formel bestimmen:

Prozentsatz der spezifischen Lyse  =
(cpm-Wert der Probe  –  Spontanfreisetzung) / (cpm-Wert der maximalen Freisetzung –  Spontanfreisetzung)





3 Ergebnisse

3.1 Klonierung

Da die Eigenschaft des interzellulären Transports auch in VP22-Fusionsproteinen nachge-

wiesen wurde (Elliott & O'Hare 1997), sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob chimä-

re Proteine, bestehend aus VP22 und den Suizidgenen HSV-1 Thymidin-Kinase (TK) sowie

E. coli Cytosin-Desaminase ebenfalls diese Eigenschaften aufweisen. Dazu wurden zu-

nächst virale Vektoren kloniert, die als Transgen die Nucleotid-Sequenz der entsprechenden

Fusionsproteine in exprimierbarer Form enthalten.

3.1.1 Retrovirale Plasmidkonstrukte

Als Grundgerüste für die Herstellung retroviraler Vektoren auf Basis des Moloney Murine

Leukemia Virus (MoMLV) der Maus dienten die Plasmide pLXSN (Miller & Rosman,

1989) und pWZLneo (Rogulski et al. 1997). Folgende Suizidgen-Vektoren und Fusions-

konstrukte mit VP22 wurden dabei erzeugt bzw. benutzt (schematische Darstellung in Ab-

bildung 3.1):

• pL-TK-SN:

Das HSV-1 TK-Gen wurde mittels BamHI- und SalI-Verdau aus pWZLneoglyTK

(Rogulski et al. 1997) isoliert. Dabei wurde das Plasmid zunächst mit BamHI linea-

risiert und die enstandenen überhängenden Enden mit Klenow-Enzym aufgefüllt. Nach

Hitzeinaktivierung der Klenow-Polymerase wurde das TK-Fragment durch Zugabe von

SalI herausgelöst, so dass eine Ligation in HpaI- und XhoI-geschnittenes pLXSN-

Plasmid möglich wird. Dabei sind zum einen die überhängenden Enden von SalI und

XhoI einander komplementär, zum anderen passen die glatten Enden von HpaI zu den

aufgefüllten BamHI-Schnittstellen.

• pL-CD-SN (= pCD2):

Die Einklonierung des CD-Gens aus E. coli in pLXSN wurde bereits von Mullen et al.

(1992) vorgenommen. Zusätzlich wurde mittels PCR der bakterielle GTG-Startcodon

durch die für die Expression in Säugerzellen optimierte Kozak-Translations-
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Startsequenz ersetzt. Das resultierende Plasmid pCD2 wurde freundlicherweise zur Ver-

fügung gestellt.

• pCD-TK-Neo:

Ausgehend von pCD2 wurde ein PCR-amplifiziertes TK-Fragment in die MluI-Schnitt-

stelle am 3'-Ende des CD-Gens insertiert, so dass die entstehende CD-TK-Fusion eine

Deletion der N-terminalen 8 aa der TK sowie der C-terminalen aa der CD aufweist

(Zeng & Lapeyre, 1996). Das resultierende Plasmid pCD-TK-Neo wurde freundlicher-

weise zur Verfügung gestellt.

• pWZLneoCDglyTK:

Die Fusion von CD und TK im Grundkonstrukt pWZLneo enthält zwischen den kodie-

renden Sequenzen der Suizidgene einen zusätzlichen flexiblen Linker, der aus dem

mutierten Stop-Codon der CD, einer BamHI-Schnittstelle und 8 Glycin-Resten besteht.

Das resultierende Plasmid pWZLneoCDglyTK (Rogulski et al. 1997) wurde freund-

licherweise zur Verfügung gestellt.

• pL-TK-VP22:

Die Fusion der HSV-1 Gene TK und VP22 im Plasmid ptk-VP22ep (Dilber et al.

1999) enthält innerhalb des Leserasters (in frame) stromaufwärts des Stop-Codons die

hCMV-Epitop-Sequenz ERKTPRVTGG23 (CMV-ep), welche durch den monoklonalen

Antikörper CMV-018-48151 (Capricorn Products) erkannt wird. Da keine geeigneten

Restriktionsschnittstellen für eine direkte Klonierung zur Verfügung standen, wurde die

TK-VP22-ep-Fusion mittels PCR-Klonierung in das retrovirale Grundkonstrukt pLXSN

eingebracht (Methodik s. 2.1.15). Dabei wurden Primer verwendet, die unmittelbar

stromaufwärts des Start-Codons (VP22-for-Eco24) bzw. stromabwärts des Stop-Codons

(49ep-rev-Bcl) binden und zusätzlich Schnittstellen für Restriktionsenzyme EcoRI bzw.

BclI enthalten. Die Aufreinigung und Restriktion der PCR-Produkte erfolgte anhand ei-

ner optimierten Kombination mehrerer Reinigungs-Schritte (Wybranietz & Lauer,

1998; s. 2.1.15). 

Der zu diesem Fragment passende Vektor stammt dabei nicht aus pLXSN direkt, son-

dern wurde durch Verdau von pL∆NSN (Roche) mit EcoRI und BamHI erzeugt,

                                                
23 Die CMV-Epitop-Sequenz (CMV-ep) stammt aus der kodierenden Sequenz des phosphorylierten Matrixproteins pp65

des humanen Cytomegalievirus (hCMV); Genebank accession number M15120, dort bp 1580-1609.
24 Die Sequenzen aller verwendeten Primer sind im Anhang aufgelistet.



Ergebnisse

71

pLXSN

pL-TK-SN

pL-CD-SN

pL-VP22-TK

pL-VP22-CD

pL-TK-VP22

pL-CD-VP22

pW ZLneo

M CS
SV40 3' LTR

pA

neo r

SV40 3' LTR
neo rTK

SV40 3' LTR
neo rCD

pCD-TK-Neo
CD- TK∆

M CS
IRES 3' LTR

pA

neo r

TK-VP22 CMV -ep

CD-VP22 CMV -ep

VP22-TK CMV -ep

VP22-CD CMV -ep

pW ZLneo-
CDglyTK

CD-TK

*

Abbildung 3.1: Retrovirale Plasmidkonstrukte.
* Das CMV-Epitop liegt außerhalb des Leserahmens des VP22-CD-Fusionsgens.
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womit das dort enthaltene Transgen herausgelöst wird25. Da BclI und BamHI einander

komplementäre überhängende Enden liefern, können die erhaltenen Fragmente direkt

ligiert werden.

• pL-VP22-TK:

Eine C-terminale Fusion des Transportgens VP22 mit TK und dem CMV-Epitop stand

im Plasmid pVP22-tkep zur Verfügung (Dilber et al. 1999). Die Klonierung erfolgte

wie oben bei pL-TK-VP22 mittels PCR, bei Verwendung der gleichen Primer, Schnitt-

stellen, Vektorkonstrukte, Reinigungs- und Ligations-Methode.

• pL-CD-VP22:

Die CD-VP22-Fusion wurde aus dem adenoviralen Plasmid 6600-CD-VP22 (s. 3.1.2)

durch gleichzeitigen Verdau mit EcoRI und BamHI gewonnen und in den gleichartig

geschnittenen Vektor pL-TK-VP22 eingefügt. Dabei wird nur die reine CD-VP22-

Fusion transferiert, während CMV-Epitop und Stop-Codon vom Retrovirus-Ausgangs-

vektor pL-TK-VP22 stammen.

• pL-VP22-CD:

Auch die Fusion VP22-CD wurde mit Hilfe von PCR-Primern, die zusätzlich BamHI-

Schnittstellen enthielten, erzeugt. Dabei diente das Plasmid 6600-CD-TK-VP22 (s.

3.1.2) als Matrize, so dass sich mit Hilfe der Primer „Bam-CD-for2“ und „TK-5end-

rev“ spezifisch das CD-Gen amplifizieren ließ. Da sich BamHI-Schnittstellen nun

stromaufwärts des CD-Gens sowie zwischen CD und CMV-Epitop befinden, kann so

das zu transferierende CD-Fragment freigesetzt werden. Nach Entfernen des nicht benö-

tigten TK-Fragmentes durch BamHI-Verdau wurde der Vektor pL-VP22-TK zusätzlich

mit SAP dephosphoryliert, um eine Religation zu vermeiden. Das übertragene CD-Gen

wurde dann in frame zum N-terminalen VP22 eingefügt. Die kodierende Sequenz des

CMV-Epitops gerät dabei jedoch in einen anderen Leserahmen, was als interne Kon-

trolle („CMV-Epitop negativ“) der erzeugten Suizidgen-VP22-Fusionen dienen kann.

                                                
25 Das unserem Labor zugängliche retrovirale Grundkonstrukt pLXSN enthält im Unterschied zur publizierten Sequenz

eine Insertion von 169 bp zwischen dem Neomycin-Resistenz-Gen und der 3'-LTR-Sequenz. Diese Insertion besteht
hauptsächlich aus einem trunkierten Bleomycin-Resistenz-Gen sowie den C-terminalen 8 aa des env-Gens aus
MoMLV. Diese pLXSN-Version ist in Laboratorien weit verbreitet und stellt wahrscheinlich eine fälschlicherweise
ausgegebene Vorstufe des endgültigen Konstrukts dar. Dagegen enthält der kommerziell erhältliche Vektor pL∆NSN
(Roche), welcher eine trunkierte Version des humanen nerve growth factor-Rezeptors (∆NGF-R) als therapeutisches
Gen besitzt, die oben beschriebene Insertion bei gleichem Grundkonstrukt nicht. Durch die Einklonierung des Trans-
gens ist jedoch die multiple Klonierungsstelle (MCS) teilweise verloren gegangen, so dass pL∆NSN nach Entfernung
des ∆NGF-R-Fragments nur in Einzelfällen – mit erhöhtem Klonierungsaufwand – als Quelle des pLXSN-Rückgrats
verwendet werden kann.
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3.1.2 Adenovirale Plasmidkonstrukte

Für die Herstellung adenoviraler Vektoren mittels homologer Rekombination in E. coli

wurden die Plasmide pTG6600 und pTG8347 der Firma Transgene als Basiskonstrukte ver-

wendet (s. 2.1.1). Diese Vektoren enthalten stromaufärts und stromabwärts der Expres-

sionskassette adenovirale Sequenzen, die den E1-Bereich umgeben. Bei gleichzeitiger

Transfektion eines Plasmids, welches das vollständige adenovirale Genom enthält, entsteht

durch homologe Rekombination ein Konstrukt, das anstatt des E1-Bereichs die Expres-

sionskassette des gewünschten Transgens enthält (s. 2.3.1.1). Die zur Herstellung adeno-

viraler Partikel notwendigen E1-Genprodukte werden anschließend von der 293-Zelllinie

zur Verfügung gestellt.

Die verwendeten Rekombinationsplasmide unterscheiden sich dabei im Promotor-

bereich (hCMV vs. RSV), der Intron-Sequenz (chimäres Intron aus humanem BGL und IgG

der Maus vs. BGL-Intron aus Kaninchen) und Polyadenylierungs-Stelle (SV40 late-polyA

vs. BGL-polyA aus Kaninchen). Folgende Suizidgen-Vektoren und Fusionskonstrukte mit

VP22 wurden dabei erzeugt (schematische Darstellung in Abbildung 3.2):

• 6600-TK:

Das HSV-1 TK-Gen wurde mittels EcoRI- und BamHI-Verdau aus pWZLneoglyTK

(Rogulski et al. 1997) isoliert. Als Vektor-Grundgerüst diente pTG6600, welches mit

EcoRI linearisiert und anschließend durch SAP dephosphoryliert wurde, um eine Re-

ligation des Vektors zu unterbinden. Nach Ligation der EcoRI-überhängenden Enden

wurden die nicht-komplementären Enden mittels Klenow-Enzym aufgefüllt, so dass die

entstehenden glatten Enden ligiert werden konnten.

• 6600-CD:

Dieses Plasmid wurde bei gleichem Vektor-Grundgerüst (pTG6600) in analoger Weise

zu 6600-TK kloniert, wobei das CD-Fragment durch Doppelverdau mit EcoRI und StuI

aus pWZLneoCD (Rogulski et al. 1997) gewonnen wurde.

• 6600-CD-TK:

Unter Verwendung des gleichen EcoRI-linearisierten und dephosphorylierten Vektors

pTG6600 – wie in den beiden vorausgegangenen Fällen – verlief die Umklonierung der

CD-TK-Fusion in den adenoviralen Rekombinationsvektor über eine Zwischenstufe.

Durch vollständigen NdeI- und partiellen BamHI-Verdau wurde zunächst die Suizid-

gen-Fusion aus pWZLneoCDglyTK (Rogulski et al. 1997) herausgelöst und in das mit
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NdeI und SalI-verdaute Plasmid pUC19 eingefügt, wobei die überhängenden Enden von

NdeI zur SalI-Schnittstelle des Basisvektors komplementär sind. Danach konnte unter

Zuhilfenahme der neu hinzugekommenen Restriktionsstellen der MCS von pUC19 die

Transgen-Fusion durch direkte EcoRI-Klonierung in pTG6600 eingefügt werden.

• 8347-TK:

Die Sequenz der HSV-1 TK wurde durch Doppelverdau mit BglII und PvuII aus

pHSV106 (Life Technologies; s. 2.1.1) herausgelöst. Als adenoviraler Grundgerüst-

Vektor diente hier pTG8347 (s. 2.1.1), welcher mit BamHI und EcoRV geschnitten

wurde. Da BglII und BamHI kompatible überhängende Enden ergeben und zusätzlich

beim Verdau mit PvuII und EcoRV glatte Enden ohne Überhang entstehen, kann das

Produkt 8347-TK direkt durch Ligation erzeugt werden.

• 8347-CD:

Die Sequenz der E. coli Cytosin-Desaminase wurde durch gleichzeitigen EcoRI- und

BamHI-Verdau aus pCD2 (Mullen et al. 1992) gewonnen. Da innerhalb dieses Frag-

ments keine EcoRV-Schnittstelle vorkommt, konnte die Ligation nach der „Ein-Topf“-

Methode vorgenommen werden, bei der ungeschnittener pTG8347-Vektor, CD-Frag-

ment und T4-DNA-Ligase zusammen mit Klenow-Enzym, dNTPs sowie EcoRV zu-

sammen inkubiert wurden. Die überhängenden Enden des Fragmentes wurden durch

Klenow-Enzym aufgefüllt, so dass die entstehenden glatten Enden zu EcoRV kompati-

bel sind und eine Insertion stattfinden konnte. Dabei wurde die Erkennungssequenz des

Restriktionsenzyms EcoRV zerstört. Somit wurde die Gleichgewichtsreaktion von

Vektor-Linearisierung und Ringschluss zugunsten des Ligations-Endprodukts verscho-

ben. Eine Religation des pTG8347-Vektors wurde dadurch verhindert, dass das Enzym

EcoRV ständig im Reaktionsgemisch vorhanden war.

• 6600-TK-VP22:

Zur Herstellung des TK-VP22-CMVep-Fragments wurde die gleiche PCR-Methode

verwendet wie bei pL-TK-VP22 (siehe 3.1.1), mit ptk-VP22ep als Matrize (Dilber et

al. 1999) und den Klonierungs-Primern „VP22-for-Eco“ und „49ep-rev-Xba“26. Die

Aufreinigung erfolgte anhand der in 2.1.15 beschriebenen optimierten Kombination

mehrerer Reinigungs-Schritte (Wybranietz & Lauer, 1998). Der zu diesem Fragment

                                                
26 Die Sequenzen aller verwendeten Primer sind im Anhang aufgelistet.
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passende Vektor wurde durch gleichzeitigen Verdau von pTG6600 mit EcoRI und XbaI

erzeugt, so dass ein direkte Ligation ermöglicht wird.

• 6600-VP22-TK:

Eine C-terminale Fusion von VP22 mit TK und dem CMV-Epitop wurde aus dem

Plasmid pVP22-tkep gewonnen (Dilber et al. 1999). Die Klonierung erfolgte wie oben

bei 6600-TK-VP22 mittels PCR, bei Verwendung der gleichen Primer, Schnittstellen,

Vektorkonstrukte, Reinigungs- und Ligations-Methodik.

• 8347-TK-VP22:

Die Klonierung der TK-VP22-Fusion in den zweiten adenoviralen Rekombinations-

vektor pTG8347 gestaltete sich umständlicher, da die Erkennungssequenz des Restrik-

tionsenzyms EcoRI zweimal vorhanden war. Durch vollständigen XbaI- und partiellen

EcoRI-Verdau wurde zunächst das Vektor-Grundgerüst gewonnen und durch Gelreini-

gung von den gleichzeitig entstehenden Fragmenten abgetrennt. Als einzufügendes

Fragment diente daran anschließend das EcoRI- und XbaI-verdaute PCR-Produkt mit

ptk-VP22ep als Matrize (Dilber et al. 1999), wie schon bei der Herstellung von 6600-

TK-VP22.

• 6600-CD-VP22:

Zur Erzeugung geeigneter Restriktionsschnittstellen verlief diese Klonierung über eine

Zwischenstufe. Zunächst wurde ein BamHI- und NdeI-Fragment aus pcDNA3-CD

(Groß, 2000), welches nur den N-terminalen Teil der CD-Sequenz enthält, in die äqui-

valente Position von pWZLneoCDglyTK (Rogulski et al. 1997) eingefügt. Dabei war

die NdeI-Schnittstelle des Vektors singulär vorhanden, während das gewünschte Frag-

ment nur durch nachfolgenden partiellen BamHI-Verdau zugänglich war. Aus dem ent-

stehenden Intermediär-Konstrukt konnte die vollständige CD-Sequenz ohne Stop-

Codon zur Verwendung als N-terminale Fusion durch gleichzeitigen EcoRI- und Bam-

HI-Verdau gewonnen werden. Dieses Fragment wurde in den gleichen Leserahmen wie

die vorhandene VP22-Sequenz im Plasmid 6600-TK-VP22 eingefügt. Durch vollstän-

digen Verdau mit EcoRI und partiellen Verdau mit BglII wurde das dort vorhandenen

TK-Fragment herausgelöst, so dass CD in frame eingefügt werden konnte. Die über-

hängenden Enden von BamHI und BglII waren dabei einander komplementär, wobei bei

der Ligation beide Schnittstellen verloren gingen.
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• 6600-VP22-CD:

Wie schon bei pL-VP22-CD (siehe 3.1.1) wurde die Fusion VP22-CD mit Hilfe von

Klonierungs-Primern per PCR erzeugt. Dabei wurde das gleiche PCR-Produkt mit

6600-CD-TK-VP22 als Matrize und den Primern „Bam-CD-for2“ und „TK-5end-rev“

verwendet. Ein Verdau mit BamHI greift an der künstlich eingefügten sowie der zwi-

schen CD und CMV-Epitop bereits vorhandenen BamHI-Schnittstelle an und setzt das

zu transferierende CD-Fragment frei. Nach Abspaltung des TK-Fragmentes durch

BamHI-Verdau wurde der Vektor 6600-VP22-TK zusätzlich mit SAP dephosphoryliert,

um eine Religation zu verhindern. Das übertragene CD-Gen wird hierbei in den glei-

chen Leserahmen wie die N-terminale VP22-Sequenz eingefügt. Das CMV-Epitop fällt

jedoch aus diesem Leserahmen, was wie schon bei pL-VP22-CD die Verwendung als

interne Kontrolle („CMV-Epitop negativ“) der erzeugten Suizidgen-VP22-Fusionen

ermöglicht.

• 6600-CD-TK-VP22:

Die Insertion der CD-TK-VP22-Dreifach-Fusion in den adenoviralen Rekombinations-

vektor verlief analog zur Klonierung von 6600-CD-TK über eine Zwischenstufe. Die

CD-TK-Fusion wurde dabei wie oben beschrieben aus pWZLneoCDglyTK (Rogulski

et al. 1997) entnommen und in pUC19 überführt. Durch Verdau mit EcoRI und SunI

wurde ein Fragment isoliert, das die vollständige CD-Sequenz und die N-terminalen 25

aa der Thymidin-Kinase enthielt. Dieses kann im gleichartig geschnittenen Vektor

6600-TK-VP22 die vorhandene TK-VP22-Fusion zur Dreifach-Fusion im gleichen Le-

serahmen ergänzen.

• 6600-CD-∆∆∆∆TK-VP22:

Die verkürzte Version der CD-TK-VP22-Dreifach-Fusion (anstelle des Glycin-Linkers

Deletion von 9 aa im Fusionsbereich der beiden Suizidgene) wurde über dieselbe SunI-

Schnittstelle im N-terminalen Bereich der TK erzeugt wie bei der Klonierung der Voll-

längen-Version 6600-CD-TK-VP22. Dabei wurde die mit Glycin-Linker verbundenen

kodierenden Sequenzen von CD und TK mittels EcoRI- und SunI-Verdau durch das

analoge Fragment aus pCD-TK-Neo (Zeng & Lapeyre 1996) ersetzt.
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Abbildung 3.2: Adenovirale Plasmidkonstrukte.
* Das CMV-Epitop liegt außerhalb des Leserahmens des VP22-CD-Fusionsgens.
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3.1.3 VP22-Expressions- und Reporter-Konstrukte

Zur Untersuchung der VP22-Transporteigenschaften wurden zusätzlich Vektoren benötigt,

die anstatt der Suizidgene sogenannte Reportersequenzen beinhalteten. Darüber hinaus

wurden Kontrollplasmide erzeugt, die den Vergleich bei An- oder Abwesenheit von VP22

ermöglichten. Zur Ermittlung der Immunogenität von VP22 dienten Plasmide, die sich bei

gleichem Rückgrat nur durch die kodierenden Sequenzen (ohne Transgen, mit VP22 alleine

oder mit VP22-GFP-Fusion) unterschieden. Im Einzelnen wurden folgende Kontroll-

Vektoren erzeugt (schematische Darstellung in Abbildung 3.3):

• pLeer:

Basierend auf dem GFP-Expressions-Vektor pEGFP-N1 (Clontech) wurde die kodie-

rende Sequenz des Reportergens durch gleichzeitigen BglII- und NotI-Verdau entfernt,

die überhängenden, nicht-kompatiblen Enden mit Klenow-Enzym aufgefüllt und reli-

giert.

• pVP22:

Da keine geeigneten Restriktionsschnittstellen für eine direkte Klonierung zur Verfü-

gung standen, wurde die VP22-Sequenz mit Hilfe von Klonierungs-PCR-Primern, die

Erkennungssequenzen für die Restriktionsenzyme BglII und NotI enthielten, erzeugt.

Als Matrize diente das Plasmid pGE150 (Elliott & O'Hare 1997), so dass die Primer

„CMV-for2“ und „22-Not-rev“, welcher zusätzlich die Erkennungssequenz für das Re-

striktionsenzym NotI enthielt, spezifisch das VP22-Gen amplifizierten. Nach der Auf-

reinigung des PCR-Produktes (s. 2.1.15) erfolgte das enzymatische Aufschneiden an

der künstlich eingefügten NotI- sowie der bereits vorhandenen BglII-Schnittstelle. Das

so erhaltene Fragment wurde im Austausch mit dem BglII-NotI-VP22-GFP-Fragment in

pVP22-GFP (siehe unten) eingefügt.

• pEGFP-N1:

Der kommerziell erhältliche Expressions-Vektor pEGFP-N1 (Clontech) eignet sich zur

Herstellung N-terminaler Fusionen von zu untersuchenden Proteinen mit dem Reporter-

protein GFP. Dabei wird die Codon-optimierte Version enhanced GFP (EGFP) mit Ko-

zak-Initiationssequenz und verbesserten Emissionseigenschaften durch S65T-Mutation

verwendet. Als Selektionsmarker dient das Neomycin-Resistenzgen, welches sowohl in

eukaryontischen Zellen (G418-Resistenz) als auch Bakterien (Kanamycin-Resistenz)

verwendet werden kann.
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• pcDNA3-GFP:

Dieser GFP-Expressions-Vektor basiert auf dem weit verbreiteten eukaryontischen Ex-

pressions-Vektor pcDNA3 (Invitrogen). Durch Verdau mit EcoRI- und NotI wurde die

kodierende Region des enhanced GFP (EGFP) aus pEGFP-N1 (Clontech) ausge-

schnitten und in pcDNA3 eingefügt. Mit Ausnahme der Polyadenylierungssequenzen

sind hier die gleichen Expressionskassetten für GFP und die Neomycin-Resistenz ent-

halten wie bei pEGFP-N1 (siehe oben). Zusätzlich kann die Selektion von pcDNA3-

GFP in Prokaryonten auch mit Hilfe des Ampicillin-Resistenzgens erfolgen, so dass die

Gesamtlänge des Vektors deutlich über der von pEGFP-N1 liegt und der von pVP22-

GFP entspricht (siehe unten).

• pGE150:

Die N-terminale Fusion des VP22-Gens aus HSV-1 mit GFP in pEGFP-N1 (Clontech)

erfolgte bereits durch Elliott & O'Hare (1997), die das resultierende Plasmid pGE150

freundlicherweise zur Verfügung stellten.

• pVP22-GFP:

Analog zur Klonierung von pGE150 (siehe oben) wurde das BglII-BamHI-Fragment

von ptk-VP22ep (Dilber et al. 1999), welches die kodierende Sequenz von VP22 ent-

hält, in den gleichartig geschnittenen Vektor pEGFP-N1 (Clontech) eingefügt. Die ent-

stehende VP22-GFP-Fusion steht dabei unter der Kontrolle des gleichen hCMV-Enhan-

cer/Promotor-Fragmentes wie pcDNA3-GFP. Die komplette VP22-GFP-Expressions-

kassette unterscheidet sich dabei zu pGE150 nur in den 51 zusätzlichen bp der strom-

aufwärts gelegenen MCS.

• 6600-VP22:

Dieser Kontrollvektor, der die Sequenz des adenoviralen Rekombinationsplasmides

pTG6600 enthält, wurde aus 6600-TK-VP22 hergestellt: durch Verdau mit BamHI

wurde die TK-Sequenz entfernt und der gewünschte Vektor durch anschließende Reli-

gation erzeugt.

• Ad-VP22-GFP:

Unter Verwendung der VP22-GFP-Expressionskassette aus pGE150 (Elliott & O'Hare

1997) wurde von J.B. Uney (Bristol, UK; Harding et al. 1998) ein rekombinanter Ade-

novirus hergestellt. Details der Klonierung sind nicht bekannt. Der entsprechende re-

kombinante Adenovirus wurde freundlicherweise zur Verfügung gestellt.
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VP22-GFP CMV-ep
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polyA
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Abbildung 3.3: VP22-Expressions- und Reporter-Konstrukte.
* pVP22-GFP unterscheidet sich von pGE150 sich lediglich in 51 zusätzlichen bp stromaufwärts

des VP22-GFP-Fusionsgens.

3.1.4 Sequenzierung der Konstrukte

Sämtliche durchgeführten Klonierungen wurden mit analytischen Verdauen durch Restrik-

tionsendonukleasen charakterisiert und zusätzlich mittels Sequenzierung überprüft27. Dabei

ergab sich, dass die HSV-1 Thymidin-Kinase (TK) auf verschiedenen, auch kommerziell

erhältlichen Plasmiden in 3 Subtypen existiert, die sich auf folgende Sequenzen zurückfüh-

ren lassen:

                                                
27 Die Sequenzierungen wurden von den Firmen SeqLab, GENterprise und Replikon durchgeführt.
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• macroplaque (MP) strain (Genebank accession number V00470; McKnight 1980):

davon abgeleitete Plasmide sind ptk-VP22ep, pVP22-tkep (Dilber et al. 1999) sowie

alle TK-VP22-Fusionen der vorliegenden Arbeit. Zum CL101 strain ergeben sich 19

Unterschiede in der kodierenden Sequenz der TK, wobei 7 Aminosäure-Austausche re-

sultieren. Dabei sind 4 dieser Mutationen konservativ (C6G, Q89R, V143I, G251C),

3 führen zu starken Veränderungen der Aminosäure (L42P, W256R, P321S). Zum ge-

nome strain bestehen 22 unterschiedliche bp, die ebenfalls in 7, zu CL101 teilweise je-

doch unterschiedlichen Aminosäure-Austausche resultieren.

• CL101 strain (Genebank accession number J02224; Wagner et al. 1981):

davon abgeleitete Plasmide sind G1TKINa (GTI), pWZLneoTK (Rogulski et al.

1997) sowie die pWZLneoTK-Derivate der vorliegenden Arbeit.

• genome strain (Genebank accession number X14112; ohne Literaturzitat):

davon abgeleitete Plasmide sind pHSV106 (Life Technologies) sowie alle Derivate da-

von in der vorliegenden Arbeit (z.B. 8347-TK). Zwischen CL101 und dem genome

strain bestehen 13 bp Sequenz-Unterschied.

In der Literatur finden sich keine Anhaltspunkte darüber, ob die HSV-1 TK-Subtypen un-

terschiedliche Transkriptions- oder Expressionsverhalten aufweisen.

Die in dieser Arbeit verwendeten Gene der E. coli Cytosin-Desaminase und HSV-1 VP22

wurden von einer singulären Quelle abgeleitet und weisen somit untereinander keine Se-

quenzdifferenzen auf.

Da die VP22-Fusionen der vorliegenden Arbeit größtenteils durch PCR-Klonierung erzeugt

worden waren, wurde die komplette Expressionskassette der jeweiligen Plasmide sequen-

ziert. Dabei ergaben sich folgende zusätzliche Sequenzunterschiede, die meistens in kon-

servativen Aminosäure-Austauschen resultieren:

• P42P des TK Gens von 8347-TK.

• A51T des VP22-Gens von 6600-TK-VP22, 6600-CD-VP22 und 6600-CD-TK-VP22;

die Fähigkeit des VP22-vermittelten interzellulären Transports wurde hierbei nicht be-

einträchtigt.
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• Q342R des TK-Gens von pL-TK-VP22; diese konservative Mutation am C-terminalen

Ende des TK-Gens resultierte weder in einer Beeinträchtigung des Transports noch des

Suizidgen-Effektes.

• R176R des TK-Gens und P282L des VP22-Gens von 6600-VP22-TK; auch hier wurde

keine Verminderung des VP22-vermittelten Proteintransports beobachtet.
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3.1.4 Expressions-Analyse der Plasmidkonstrukte durch
Western-Blotting

Um zu gewährleisten, dass die erzeugten Plasmidkonstrukte funktionelle Proteine der po-

stulierten Größe exprimieren, wurde eine Western-Blot-Analyse durchgeführt. Eingesetzt

wurden ein polyklonales Antiserum gegen HSV-1 VP22 (AGV30; freundlicherweise von P.

O'Hare, MCRI, UK, zur Verfügung gestellt), ein polyklonales Antiserum gegen E. coli CD

(Rogulski et al. 1997); freundlicherweise von C. Richards, Glaxo-Wellcome, zur Verfü-

gung gestellt), sowie ein polyklonales Antiserum gegen HSV-1 TK (von W. Summers,

Yale, USA, gegen Aufwandsentschädigung erhältlich). Somit konnten alle Teilbereiche der

verwendeten Fusionskonstrukte einzeln detektiert werden, so dass auch interne Deletionen

detektiert werden können.

Zunächst wurden COS-1- oder MH-Zellen mit je 2 µg DNA der retroviralen bzw.

adenoviralen Expressionsplasmide (s. 3.1.1 und 3.1.2) transfiziert, nach 48 h geerntet, ly-

siert und das Gesamtprotein isoliert (s. 2.4.1). Die Proben wurden elektrophoretisch aufge-

trennt (s. 2.4.3), auf eine PVDF-Membran transferiert (s. 2.4.4) und detektiert. Für die spe-

zifische Detektion wurden als primäre Antikörper die oben aufgelisteten Reagenzien in den

Verdünnungen 1:7.500 (anti-VP22), 1:1.000-3.000 (anti-CD) und 1:2.000 (anti-TK) ver-

wendet. Als sekundärer Antikörper kam ein mit Meerrettich-Peroxidase-(horseradish pero-

xidase, HRP)-konkugierter Antikörper (Amersham-Pharmacia Biotech) in einer Verdün-

nung von 1:4.000 zum Einsatz, der gegen Kaninchen-IgG (anti-rabbit) gerichtet war.

Abbildung 3.4 zeigt die Western-Blot-Resultate für TK-enthaltende adenovirale

Plasmidkonstrukte. Im oberen Teil der Abbildung sind die Ergebnisse bei Verwendung des

polyklonalen TK-Antiserums dargestellt. Spuren 2 und 3 zeigen monomere TK-Proteine in

der erwarteten Größe von 40 kDa, wobei die Expression des hCMV-Promotor-gesteuerten

Konstruktes (Spur 2: 6600-TK) stärker ist als bei Verwendung des RSV-Promoters (Spur 3:

8347-TK). Das Kontrollplasmid pTG6600 ohne Transgen (Spur 1) zeigt kein TK-spe-

zifisches Signal. Die Störbande in Höhe von knapp unter 50 kDa tritt bei allen Proben auf

und resultiert aus einer unspezifischen Bindung des polyklonalen TK-Antiserums. In Spur 4

und 5 sind Lysate von VP22-Kontroll-Konstrukten aufgetragen, die kein TK-Gen enthalten

und entsprechend nicht von anti-TK-Antikörpern erkannt werden.
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Abbildung 3.4: Western-Blot-Nachweis der TK- und VP22-Expression mit adenoviralen TK-
Expressions-Plasmiden.
oben: Detektion mit polyklonalem anti-TK-Antiserum,
unten: Detektion mit polyklonalem anti-VP22-Antiserum.
jeweils Spur 1: pTG6600 (Negativkontrolle), Spur 2: 6600-TK, Spur 3: 8347-TK, Spur 4: 6600-
VP22, Spur 5: pcGreen-VP22, Spur 6: 8347-TK-VP22, Spur 7: 6600-TK-VP22, Spur 8: 6600-
VP22-TK, Spur 9: 6600-CD-TK, Spur 10: 6600-CD-TK-VP22, Spur 11: 6600-CD-∆TK-VP22. 
Pro Spur wurden 30 µg gesamtzelluläres Protein aufgetragen. Lysate wurden aus transfizierten
COS-1-Zellen gewonnen.
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Im unteren Teil der Abbildung 3.4 wurde anti-VP22 als Antiserum verwendet, wel-

ches das exprimierte Protein bei 6600-VP22 (Spur 4) und pcGreen-VP22 (Spur 528) in der

postulierten Größe von 38 kDa erkennt. Die Fusion des Suizidgens TK mit VP22 wird in

beiden Orientierungen TK-VP22 und VP22-TK, bei beiden eingesetzten Promotoren CMV

und RSV und mit beiden Antikörpern anti-TK und anti-VP22 bei 78 kDa detektiert (Spur 6:

8347-TK-VP22, Spur 7: 6600-TK-VP22, Spur 8: 6600-VP22-TK). Auch hier resultiert die

Verwendung des CMV-Promotors im Vergleich zum RSV-Promotor in einer größeren

Proteinmenge. TK- und VP22-spezifische Fragmentierungsbanden wurden bei allen Fusi-

onskonstrukten beobachtet (Spuren 6-11). Im Falle der Dreifach-Fusionen konnte bei Ein-

satz des anti-VP22-Antiserums kein Volllängen-Konstrukt detektiert werden (Spuren 10

und 11; unterer Teil der Abbildung, erwartete Größe: 126 kDa). Dieses wird erst bei deut-

lich längerer Belichtung und Verwendung von polyklonalem anti-TK-Serum sichtbar (obe-

rer Teil der Abbildung 3.4; 126 kDa-Bande in Spur 10: 6600-CD-TK-VP22 und Spur 11:

6600-CD-∆TK-VP22; letztere entspricht der verkürzten Version der CD-TK-VP22-Drei-

fach-Fusion). Da deutliche Fragmentierungsbanden bei 100 kDa auftreten (Abbildung 3.4

oben und unten: jeweils Spuren 10 und 11), ist hier die Menge der gebildeten Fusionspro-

teine mit voller Länge stark vermindert. Der ausbleibende Nachweis mit VP22-Antiserum

(unten: Spuren 10 und 11) scheint bei C-terminaler Lage des VP22-Gens innerhalb der Fu-

sion darauf hinzudeuten, dass überwiegend deletierte Versionen der CD-TK-VP22-Fusion

gebildet werden. Die Doppelfusion der Suizidgene CD-TK (ohne VP22) mit einer Größe

von 88 kDa wird wie erwartet nur von anti-TK (Spur 9: 6600-CD-TK; oben), nicht aber

von anti-VP22 erkannt (unten).

Eine Western-Blot-Analyse der adenoviralen Plasmidkonstrukte, die das Suizidgen

E. coli CD enthalten, mit polyklonalem anti-CD Serum in Abbildung 3.5 dargestellt. Die

Expression unter Kontrolle des CMV-Promotors führt auch hier zu mehr CD-Protein als bei

Verwendung des RSV-Pendants (Spur 2 oben: 6600-CD, Spur 3 oben: 8347-CD). In den

Negativkontrollen „leerer“ Vektor (Spur 1 oben: pTG6600) und VP22-Monomer (Spur 4

oben: 6600-VP22), die kein CD-Gen enthalten, finden sich ausschließlich Hintergrund-

Banden. Im Gegensatz zu den TK-Expressionskonstrukten kann die Dreifach-Fusion bei

                                                
28 dieses Plasmid dient nur hier als Kontrolle des monomeren VP22 und wurde ansonsten in der vorliegenden Arbeit nicht

verwendet.
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Verwendung des CD-Antiserums deutlich mit einer Größe von 126 kDa nachgewiesen

werden (Spur 8 oben: 6600-CD-TK-VP22, Spur 9 oben: 6600-CD-∆TK-VP22; oben). Spur

7 oben (6600-CD-TK) zeigt die Suizidgen-Doppelfusion (ohne VP22) bei 88 kDa. Im Ge-

gensatz zur C-terminalen Fusion von VP22 an CD (Spur 5 oben: 6600-CD-VP22) wurde

die Fusion am N-Terminus (Spur 6 oben: 6600-VP22-CD) in Lysaten von COS-1-Zellen

nur schwach detektiert (im Original-Blot sichtbar, in der Reproduktion der Abbildung 3.5

nicht zur Darstellung kommend).

Im unteren Teil der Abbildung ist dies noch einmal genauer untersucht worden: bei

gleichen Kontrollen wie oben (Spur 1 unten: pTG6600 („leerer“ Vektor), Spur 2 unten:

6600-CD), wird die N-terminale Fusion VP22-CD (Spur 4 unten) im Gegensatz zu CD-

VP22 (Spur 3 unten) kaum erkannt. Werden allerdings anstatt der Affennieren-Zelllinie

COS-1 (Spuren 1-4 unten) Hepatomzellen der Ratte (MH-Zellen) zur Transfektion ver-

wendet, erscheint bei gleich aufgetragenen Proteinmengen die VP22-CD-Fusion in ähnlich

starker Intensität (Spur 5 unten: 6600-VP22-CD) wie das CD-VP22-Pendant. Die Ursache

dieses Zelllinien-spezifischen Unterschieds ist unklar; der verwendete Vektor verfügt

grundsätzlich über eine mit den anderen Vektoren vergleichbare Expressionskapazität.

Im Gegensatz zu adenoviralen Expressionsplasmiden bilden die hergestellten retroviralen

Konstrukte auf Grund des schwachen murinen LTR-Promotors nach Transfektion nur ge-

ringe Mengen an Protein, so dass an dieser Stelle auf die Darstellung des Expressions-

Nachweises durch Western-Blot verzichtet wurde. Auch nach Transduktion mit retroviralen

Vektorpartikeln war die Expression im Western-Test deutlich schwächer (Daten nicht ge-

zeigt) als bei Verwendung von rekombinanten Adenoviren (siehe 3.2.2). Folglich wurden

retrovirale Konstrukte nur durch indirekte Immunfluoreszenz ausgewertet (siehe 3.4.3).

Abbildung 3.5 (folgende Seite): Western-Blot-Nachweis der CD-Expression mit adenoviralen
CD-Expressionsplasmiden.
oben: Detektion mit polyklonalem anti-CD-Antiserum; Lysate aus transfizierten COS-1-Zellen.

Spur 1: pTG6600 (Negativkontrolle), Spur 2: 6600-CD, Spur 3: 8347-CD, Spur 4: 6600-VP22 (Ne-
gativkontrolle für anti-CD), Spur 5: 6600-CD-VP22, Spur 6: 6600-VP22-TK, Spur 7: 6600-CD-TK,
Spur 8: 6600-CD-TK-VP22, Spur 9: 6600-CD-∆TK-VP22. Pro Spur wurden 30 µg gesamt-
zelluläres Protein aufgetragen. Lysate wurden aus transfizierten COS-1-Zellen gewonnen.

unten: Detektion mit polyklonalem anti-CD-Antiserum; Lysate aus transfizierten COS-1- (Spuren
1-4) oder MH-Zellen (Spur 5).

Spur 1: pTG6600 (Negativkontrolle), Spur 2: 6600-CD, Spur 3: 6600-CD-VP22, Spur 4: 6600-
VP22-CD, Spur 5: 6600-VP22-CD. Pro Spur wurden 30 µg gesamtzelluläres Protein aufgetragen.
Lysate wurden aus transfizierten COS-1- oder MH-Zellen gewonnen.
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3.2 Herstellung rekombinanter Adenoviren

3.2.1 Homologe Rekombination

Adenovirale Vektoren wurden durch homologe Rekombination in E. coli BJ5183 herge-

stellt (s. 2.1.2, 2.3.1.1; Chartier et al. 1996). Die Ausgangsplasmide zur Herstellung rekom-

binanter Adenoviren sind die Rekombinationsplasmide pTG6600 und pTG8347. Diese ent-

halten adenovirale Sequenzen, die den Bereich der Expressionskassette umgeben (s. 2.1.1).

Die für die Rekombination relevanten Sequenzbereiche der in 3.1.2 aufgelisteten Rekombi-

nationsplasmide wurden mittels ApaLI- oder DrdI-Verdau freigesetzt bzw. linearisiert und

nachfolgend gelgereinigt. Für die Co-Transformation von E. coli BJ5183 wurden im Regel-

fall 100 ng des gereinigten Fragmentes und 100 ng des Genom-Plasmids pTG3602 verwen-

det (s. 2.3.1.1). Die Plasmid-DNA der erhaltenen Klone wurde anschließend einem Re-

striktionsverdau unterzogen. Dabei wurden Enzyme verwendet, die im Agarose-Gel aussa-

gekräftige Bandenmuster ergeben, so dass sich Ausgangs-Genom-Plasmid und rekombi-

nantes Plasmid leicht unterscheiden lassen. Die auf diese Weise identifizierten rekombi-

nanten Plasmide wurden in den Bakterienstamm E. coli XL1-Blue umtransformiert, ver-

mehrt und abschließend erneut durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen charakterisiert.

Die entstehenden Plasmide enthalten jeweils die Sequenzen bp 1-454 sowie bp 3329-35935

des Genoms von Ad5. Der E1-Genbereich ist dabei deletiert und durch die Expressionskas-

sette des gewünschten Transgens ersetzt. Nach Linearisierung der rekombinanten Virusge-

nome mit PacI erfolgt die Transfektion in 293-Zellen. Diese können die E1-deletierten

Plasmide komplementieren, da die zur Herstellung adenoviraler Partikel notwendigen E1-

Genprodukte von der 293-Zelllinie stabil exprimiert werden. Dabei entstehen rekombinante

adenovirale Partikel, die geerntet und in 293-Zellen vermehrt werden. Vermehrung, Viru-

sernte und Reinigung des Rohextraktes durch Cäsiumchlorid-Zentrifugation sind in 2.3.1.2

beschrieben. Die Titer der gereinigten Adenovirus-Lösungen lagen zwischen 1x109 und

5x1012 pfu/ml Viruslösung.

Alle gereinigten Viruspräparationen wurden auf Verunreinigung mit Wildtyp-

Adenovirus getestet (s. 2.3.1.3; nicht gezeigt). Dabei wird eine PCR gleichzeitig mit zwei

Primerpaaren durchgeführt. Das erste Primerpaar bindet im E1-Bereich, der bei rekombi-

nanten Adenoviren deletiert ist, und dient somit der Detektion der Wildtyp-Kontamination.

Als interne Kontrolle dient das zweite Primerpaar, welches in der konstitutiv vorhandenen
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E2B-Region bindet (Zhang et al. 1995). Darüber hinaus wurde das Vorhandensein der ein-

klonierten Transgene durch PCR-Amplifikation mit Primern nachgewiesen, die stromauf-

wärts und -abwärts der jeweiligen Expressionskassette binden (nicht gezeigt).

3.2.2 Expressions-Analyse der Adenovirus-Vektoren durch
Western-Blotting

Wie schon bei den Plasmidkonstrukten fand der Nachweis der viral vermittelten Expression

durch Western-Blotting statt. Die verwendeten Antikörper anti-VP22, anti-TK und anti-CD

sind bereits in 3.1.4 aufgelistet; zusätzlich kam ein monoklonaler Antikörper CMV-018-

48151 (Capricorn Products), der die hCMV-Epitop-Sequenz ERKTPRVTGG (CMV-ep)

erkennt, zum Einsatz. Somit konnten alle Teilbereiche der verwendeten Fusionskonstrukte

wie auch das C-terminale Epitop einzeln detektiert werden, so dass jegliche, unter Umstän-

den auftretende Trunkierungen als Abweichungen vom Volllängenprodukt sichtbar ge-

macht werden konnten.

Dazu wurden COS-1-Zellen mit den rekombinanten Suizidgen-exprimierenden

Adenoviren mit einer MOI von 10 transduziert, nach 48 h geerntet, lysiert und das Gesamt-

protein isoliert (s. 2.4.1). Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proben (s. 2.4.3)

und dem Transfer auf eine PVDF-Membran (s. 2.4.4) fand die eigentliche Detektion statt.

Als primäre Antikörper dienten die oben aufgelisteten Reagenzien in den Verdünnungen

1:7.500 (anti-VP22), 1:1.000-3.000 (anti-CD), 1:2.000 (anti-TK) und 1:3000 (anti-CMV-

ep). Als sekundäre Antikörper kamen HRP-konkugierte Antikörper (Amersham-Pharmacia

Biotech) in einer Verdünnung von 1:4.000 zum Einsatz, die wahlweise gegen Kaninchen

(anti-rabbit; detektiert die polyklonalen Antiseren) oder Maus (anti-mouse; detektiert die

monoklonalen Antikörper) gerichtet waren.

In Abbildung 3.6 ist die Western-Blot-Analyse der CD-enthaltenden Adenovirus-Vektoren

mit den Antikörpern anti-CD (oben), anti-VP22 (Mitte) und anti-CMV-ep (unten) gegen-

über gestellt. Dabei sind die Spuren 1 bis 8 in allen drei Teilbereichen analog aufgetragen.

Die CD-Konstrukte ohne Fusionspartner werden erwartungsgemäß nur vom CD-Antiserum

erkannt (jeweils Spur 2: Ad-RSV-CD, Spur 3: Ad-CMV-CD), wobei bei Verwendung des

CMV-Promoters mehr Protein gebildet wird als mit dem RSV-Pendant. Die Negativ-

Kontrolle (jeweils Spur 1: uninfiziert) zeigt keine spezifischen Banden. Sowohl die N- als
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auch die C-terminale Fusion von CD mit VP22 lassen sich bei einer Größe von 86 kDa von

beiden Antiseren detektieren (Spur 4: Ad-CMV-CD-VP22, Spur 5: Ad-CMV-VP22-CD;

oben und Mitte). Da bei der Konstruktion des Rekombinations-Vektors 6600-VP22-CD das

CMV-Epitop nicht mehr im Leserahmen des Restproteins liegt, ist bei Verwendung von

anti-CMV-ep kein Protein nachweisbar (Spur 5: Ad-CMV-VP22-CD; unten), was als inter-

ne Kontrolle des Antikörper-Spezifität diente. Die umgekehrte Fusion mit intaktem Le-

serahmen ist dagegen direkt detektierbar (Spur 4: Ad-CMV-CD-VP22; unten). Der Nach-

weis der Expression der Dreifach-Fusion CD-TK-VP22 in voller Länge gelang mit allen

drei Antikörpern (jeweils Spur 7: Ad-CMV-CD-TK-VP22, Spur 8: Ad-CD-∆TK-VP22),

wobei auch verkürzte Produkte detektiert wurden. Aus dem Blot ergibt sich jedoch, dass

bei Verwendung adenoviraler Expressionsvektoren die Dreifach-Fusion in ausreichender

Menge synthetisiert wird. Dabei ist die gebildete Proteinmenge der Fusion mit direkter CD-

TK-Verknüpfung – bei gleich aufgetragener Gesamtproteinmenge – größer als mit Glycin-

Linker-Verbindung (s. 3.1.2). Schließlich wird die CD-TK-Doppel-Fusion mit einer Größe

von 88 kDa bei Abwesenheit beider anderer detektierbarer Polypeptidketten nur vom poly-

klonalen CD-Antiserum erkannt (Spur 6: Ad-CMV-CD-TK; oben).

Abbildung 3.6 (folgende Seite): Western-Blot-Nachweis der CD-, VP22- und CMV-ep-
Expression mit CD-Adenovirus-Vektorpartikeln.
oben: Detektion mit polyklonalem anti-CD-Antiserum
Mitte: Detektion mit polyklonalem anti-VP22-Antiserum
unten: Detektion mit monoklonalem anti-CMV-ep-Antikörper

jeweils Spur 1: uninfizierte COS-1-Zellen (Negativkontrolle), Spur 2: Ad-RSV-CD, Spur 3: Ad-
CMV-CD, Spur 4: Ad-CMV-CD-VP22, Spur 5: Ad-CMV-VP22-CD, Spur 6: Ad-CMV-CD-TK,
Spur 7: Ad-CMV-CD-TK-VP22, Spur 8: Ad-CD-∆TK-VP22. Pro Spur wurden 100 µg gesamt-
zelluläres Protein aufgetragen. Lysate wurden aus Ad-transduzierten COS-1-Zellen gewonnen
(MOI 10).
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 Die Expressionskontrolle der adenoviralen Konstrukte mit TK als Suizidgen ist in

Abbildung 3.7 dargestellt. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass bei Verwendung des

Vektors Ad-RSV-TK-VP22 keine detektierbaren Proteine gebildet wurden. Dies steht im

Gegensatz zu den Western-Blot-Ergebnissen des analogen Plasmidkonstruktes 8347-TK-

VP22 (Abbildung 3.4, jeweils Spur 6), bei denen Banden gefunden wurden. Eine Deletion

lag jedoch nicht vor, da eine PCR-Analyse der adenoviralen DNA das Vorhandensein der

Expressionskassette in der erwarteten Größe nachwies (nicht gezeigt). In den weiteren Ex-

perimenten der vorliegenden Arbeit wurde auf die Verwendung von Ad-RSV-TK-VP22

Vektorpartikeln verzichtet.

Wie bei Abbildung 3.6. sind im oberen (polyklonales anti-TK-Antiserum), mittleren

(polyklonales anti-VP22-Antiserum) und unteren (monoklonaler anti-CMV-ep-Antikörper)

Teil der Darstellung in gleichen Spuren Lysate gleicher Proben aufgetragen, um den Ver-

gleich der unterschiedlichen Detektions-Entitäten zu erleichtern. Dabei wird, wobei ausge-

hend vom CMV-Promotor mehr Produkt gebildet wird, Thymidin-Kinase mit einer Größe

von 40 kDa nur durch anti-TK erkannt (jeweils Spur 2: Ad-RSV-TK, Spur 3: Ad-CMV-

TK). Dagegen ist die Fusion von TK mit VP22 (78 kDa) in beiden Kombinationen mit allen

drei Antikörpern nachweisbar (Spur 4: Ad-CMV-TK-VP22, Spur 5: Ad-CMV-VP22-TK).

Da bei 6600-VP22-TK das CMV-Epitop im Leserahmen liegt, wird dieses – im Gegensatz

zur VP22-CD-Fusion, siehe Abbildung 3.5 – auch durch anti-CMV-ep erkannt (Spur 5: Ad-

CMV-VP22-TK; unten). Der Expressionsnachweis der Fusion CD-TK-VP22 gelingt eben-

falls mit allen drei Antikörpern (jeweils Spur 7: Ad-CMV-CD-TK-VP22, Spur 8: Ad-CD-

∆TK-VP22), wobei mit anti-TK die Detektionsgrenze erreicht wird. Wiederum zeigt sich

eine leicht verbesserte Expression der kürzeren CD-TK-Verbindung gegenüber der Glycin-

Verknüpfung. Verkürzte Fragmente sind bei allen Fusionsproteinen in unterschiedlichen

Mengen nachweisbar. Die CD-TK-Doppel-Fusion kann wie erwartet nur vom anti-TK-

Serum erkannt werden (Spur 6: Ad-CMV-CD-TK; oben).

Abbildung 3.7 (folgende Seite): Western-Blot-Nachweis der TK-, VP22- und CMV-ep-
Expression mit TK-Adenovirus-Vektorpartikeln.
oben: Detektion mit polyklonalem anti-TK-Antiserum
Mitte: Detektion mit polyklonalem anti-VP22-Antiserum
unten: Detektion mit monoklonalem anti-CMV-ep-Antikörper
jeweils Spur 1: uninfizierte COS-1-Zellen (Negativkontrolle), Spur 2: Ad-RSV-TK, Spur 3: Ad-
CMV-TK, Spur 4: Ad-CMV-TK-VP22, Spur 5: Ad-CMV-VP22-TK, Spur 6: Ad-CMV-CD-TK,
Spur 7: Ad-CMV-CD-TK-VP22, Spur 8: Ad-CD-∆TK-VP22. Bedingungen wie bei Abbildung 3.6.
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 Zur Überprüfung der Abhängigkeit der erreichbaren Proteinmenge zu der Menge an

zur Transduktion eingesetzten Vektorpartikeln wurden die beiden Kontrollviren Ad-VP22

und Ad-VP22-GFP in unterschiedlichen Mengen zur Transduktion von COS-1-Zellen ein-

gesetzt und nachfolgend die erzielte Expression durch Western-Blotting (Methode siehe

oben) quantifiziert (Abbildung 3.8). Werden mehr als 100 adenovirale Vektorpartikel pro

Zelle eingesetzt (MOI > 100) kommt es bei COS-Zellen zur massiven Zell-Lyse, so dass

diese Präparationen nicht mehr ohne Qualitätsverluste analysiert werden können. In der

Abbildung dargestellt ist eine absteigende Partikelzahl von MOI 30 bis MOI 0,1. Es zeigt

sich, dass die gebildetete Proteinmenge auch bei einer MOI von nur 0,1 noch gut nachweis-

bar ist. Die exprimierten Produkte VP22 bzw. VP22-GFP wurden in den erwarteten Größen

von 38 bzw. 65 kDa detektiert.

Abbildung 3.8: Western-Blot-Nachweis der VP22- und GFP-Expression mit Adenovirus-
Kontroll-Vektoren.
Spur 1: uninfizierte COS-1-Zellen (Negativkontrolle), Spuren 2-7: Ad-CMV-VP22 (MOI 30, 10, 3,
1, 0,3, 0,1), Spuren 8-13: Ad-CMV-VP22-GFP (MOI 30, 10, 3, 1, 0,3, 0,1). Pro Spur wurden
100 µg gesamtzelluläres Protein aufgetragen. Lysate wurden aus Ad-transduzierten COS-1-Zellen
gewonnen, zur Detektion wurde polyklonales anti-VP22-Antiserum verwendet (1:10.000).
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3.3 Quantifizierung von VP22-vermitteltem spread
in Säugerzelllinien

3.3.1 VP22-GFP als Modellprotein

Die Fähigkeit von VP22, chimäre Proteine, bestehend aus dem therapeutischen Protein und

VP22 selbst, effektiv in die umgebenden Zellen zu transportieren, wurde bislang nur

exemplarisch an wenigen Zelllinien ausgetestet (Dilber et al. 1999; Phelan et al. 1998; El-

liott & O'Hare 1997). Zur Beantwortung der Frage nach einer universellen Einsetzbarkeit

dieses Transportsystem bei der Verbesserung des therapeutischen Gentransfers war es not-

wendig, zu untersuchen, ob dieser VP22-vermittelte spread ein generelles biologisches

Phänomen darstellt. Dazu wurde der VP22-Transport in 15 gebräuchlichen Säugerzell-

linien, die von den unterschiedlichsten Geweben bzw. Organen abgeleitet sind, untersucht.

Als Modellprotein zur Messung des interzellulären Transports wurde VP22-GFP

gewählt, da die GFP-Fluoreszenz sowohl lichtmikroskopisch als auch durch FACS-Analyse

leicht detektiert werden kann. Die verwendeten Plasmide sind in Abbildung 3.3 aufgelistet.

Als Vergleichskonstrukt zur Messung der GFP-Basis-Expression wurde pcDNA3-EGFP

verwendet, welches nur für die GFP-Sequenz kodiert. Dieses Vergleichskonstrukt diente

zur Standardisierung des Expressionsvergleichs nach transienter Transfektion, obwohl bei-

de eingesetzte VP22-GFP-Fusionsplasmide von einem davon unterschiedlichen Basiskon-

strukt, pEGFP-N1 (Clontech), abgeleitet waren. Wie eine Western-Blot-Analyse mit M-12-

Zellen (eine Zelllinie, in der der VP22-Transport sehr gut nachweisbar ist, vergleiche Ta-

belle 3.1) zeigt, war die GFP-Expression nach Transfektion mit pEGFP-N1 deutlich stärker

(Abbildung 3.9, Spur 4) als bei den drei weiteren GFP-Plasmiden (Spuren 1 bis 3). Dies

kann auf die beträchtlich kleinere Größe des pEGFP-N1-Plasmids (4.7 kb) zurückgeführt

werden, die zu einer höheren Transfektioneffizienz führt. Während alle vier im Western-

Blot getesteten Plasmide die gleiche hCMV-Enhancer/Promotor-Kassette enthalten, zeigten

nur pGE150, pVP22-GFP sowie pcDNA3-EGFP auf Grund ähnlicher Vektorgröße ver-

gleichbare Expressionsniveaus (Abbildung 3.9, Spuren 1 bis 3) und wurden deshalb für die

nachfolgenden Experimente ausgewählt. Die Plasmide pGE150 und pVP22-GFP enthalten

dabei die Fusion VP22-GFP (65 kDa-Produkt; ein Degradationsprodukt ist ebenfalls im

Western-Blot zu erkennen), pcDNA3-EGFP enthält hingegen nur die GFP-Sequenz (27

kDa-Protein).
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Abbildung 3.9: Western-Blot-Nachweis der GFP- und VP22-GFP-Fusionsproteine.
Spur 1: pGE150, Spur 2: pVP22-GFP, Spur 3: pcDNA3-EGFP, Spur 4: pEGFP-N1. 
Pro Spur wurden 50 µg gesamtzelluläres Protein aufgetragen. 
Lysate wurden aus transfizierten M-12-Zellen gewonnen (1 µg Plasmid-DNA); zur Detektion wur-
de polyklonaler anti-GFP-Antikörper (Clontech) verwendet (1:5.000).

Zur direkten Visualisierung des VP22-Transport-Effektes wurden zunächst exemplarisch

die Zelllinien M-12, HeLa und COS-1 mit GFP- und VP22-GFP-Plasmiden transfiziert,

Methanol-fixiert und mit Antikörpern gefärbt (Protokoll der Immunfluoreszenz-Färbung s.

2.2.6). Die Untersuchung der Proben im konfokalen Mikroskop ergab das für VP22 typi-

sche zweigeteilte Verteilungsmuster (Abbildung 3.10, linke Hälfte: Bilder A, C, E): ein Teil

der transfizierten Zellen zeigt cytoplasmatische Anfärbung, während die umgebenden Zel-

len ausschließlich nucleäre Fluoreszenz aufweisen, was dem VP22-vermittelten spread in

die Nachbarzellen entspricht. Im Gegensatz dazu ist bei Zellen, die mit dem GFP-Kontroll-

plasmid pcDNA3-EGFP transfiziert wurden, die GFP-Fluoreszenz nur im Cytoplasma de-

tektierbar, ohne Akkumulation in Nuclei der Nachbarzellen (Abbildung 3.10, rechte Hälfte:

Bilder B, D, F). Dabei ist zu beachten, dass der Nachweis der GFP-Fluoreszenz nach VP22-

vermitteltem Transport nur mittels Antikörper-Anfärbung möglich ist. Die Detektion der

direkten GFP-Fluoreszenz mit dieser Methode wird normalerweise stark durch Quenchef-

fekte (auf Grund der Fixierungsprozedur) beeinträchtigt.
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Abbildung 3.10: Immunhistochemische Lokalisation der GFP- und VP22-GFP-Fusions-
proteine durch konfokale Mikroskopie.
COS-1- (Bilder A und B), HeLa- (C und D) und M-12-Zellen (E und F) wurden mit 500-2000 ng Expres-
sionsplasmid pGE150 (VP22-GFP-Fusion; links: Bilder A, C, E) oder pcDNA3-EGFP (GFP alleine; rechts:
Bilder B, D, F) mit LipofectAMINE™ transfiziert. Die Immunfluoreszenz-Detektion erfolgte 40-44 h später
durch polyklonales anti-GFP-Antiserum (Clontech; 1:5.000). Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM
510 konfokalen Mikroskop vorgenommen. Der Strich entspricht 100 µm Länge.
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3.3.2 FACS-Analyse des VP22-vermittelten spread

Um die aufwändige Prozedur der Fixierung und Antikörper-Färbung der Zellen zur Analy-

se mittels konfokaler Mikroskopie zu umgehen, wurde untersucht, ob ein Nachweis des

VP22-vermittelten Transports auch durch direkte Detektion der GFP-Fluoreszenz erbracht

werden kann. Eine einfache Methode zum Vergleich der GFP-Expression ist die fluo-

rescence activated cell sorting (FACS)-Analyse (s. 2.2.5). In Vorversuchen wurde zunächst

festgestellt, dass der Prozentsatz der primär durch VP22-GFP-Transfektion fluoreszieren-

den Zellen wie auch der Anteil der durch VP22-Transport GFP-fluoreszierenden Nachbar-

zellen von folgenden Parametern abhängt: (1) der jeweiligen Zelllinie selbst, (2) der Menge

an für die Transfektion verwendetem Expressionplasmid (getesteter Bereich: 200 – 2000

ng) und (3) dem benutzten Transfektions-Reagenz (hier: LipofectAMINE™ und Lipofec-

tIN™; die verschiedenen polykationischen Lipid-Gemische ergaben in verschiedenen Zell-

linien nicht nur unterschiedliche Transfektions-Effizienzen, sondern zeigten auch unter-

schiedliche Toxizitäts-Profile). Folglich wurde versucht, diesen unterschiedlichen Anforde-

rungen in den quantitativ auszuwertenden Transfektionen Rechnung zu tragen. Dazu wur-

den alle 15 ausgewählten Säuger-Zelllinien mit den entsprechenden Expressionsplasmiden

transfiziert, nach 48 h ohne weitere Fixierung oder Färbung mit Antikörpern in Suspension

genommen und anschließend mittels FACS analysiert (Tabelle 3.1). Für alle 15 getesteten

Zelllinien wurde gefunden, dass der Prozentsatz der GFP-positiven Zellen mit VP22-GFP

(also die kumulierte Expression der primär transfizierten Zellen plus der durch VP22-

spread positiven Nachbarzellen) höher ist als die GFP-Basis-Expression (kein spread). Die

entsprechenden FACS-Analyse-Kurven sind beispielhaft für die M-12-Zelllinie in Abbil-

dung 3.11 dargestellt. Die Expression von VP22-GFP resultierte in 50,5% GFP-positiven

Zellen (mit spread), während bei Expression von GFP alleine (kein spread) lediglich 12,3%

GFP-positive M-12-Zellen gefunden wurden. Der Anteil GFP-fluoreszierender Zellen liegt

somit für das Fusionsprotein bei M-12-Zellen um den Faktor 4,2 höher als für GFP alleine.

Vergleicht man die verwendeten Zelllinien untereinander, so wurden Quotienten-Werte bis

maximal 8,7 erreicht (Zelllinien NIH-3T3 und M-12 nach Transfektion mit LipofectIN™;

Tabelle 3.1). Eine Auflistung der hier untersuchten Zelllinien entsprechend des ermittelten

FACS-Verhältnisses befindet sich in Tabelle 3.2. Zusätzlich sind die in der Literatur bis-

lang für VP22-vermittelten Transport getesteten Zelllinien angegeben.
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Abbildung 3.11: Quantitative FACS-Analyse der GFP- und VP22-GFP-Expression.
M-12-Zellen wurden mit 2000 ng pVP22-GFP bzw. pcDNA3-EGFP mit Hilfe von LipofectAMI-
NE™ transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen durch Trypsinierung resuspendiert und direkt für die
FACS-Analyse eingesetzt (20.000 ausgezählte Zellen). Dargestellt ist die FL1-H-Fluoreszenz nach
Transfektion mit Expressionsplasmiden für VP22-GFP (oben), GFP (Mitte) oder untransfizierten
M-12-Zellen (unten; notwendig zur Einstellung der Hintergrund-Kalibrierung).
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Zelllinie Herkunft der Zelllinie Expressions-
Plasmid

Prozentsatz der GFP-positiven Zellen
[in %]

2000 ng Plasmid 200 ng Plasmid

LipofectAMINE™ LipofectIN™

HepG2 humanes Hepatom VP22-GFP# 19.4 14.1
GFP* 14.3 9.4

Hep3B humanes Hepatom VP22-GFP 43.2 34.9
GFP 34.6 10.0

HuH7 humanes Hepatom VP22-GFP 37.6a 29.4
GFP 35.9a 22.9

HeLa humanes Cervix-Adenocarcinom VP22-GFP 38.3a 12.9
GFP 10.5a 1.9

MCF-7 humanes Mamma-Carcinom VP22-GFP 61.7 41.5
GFP 43.0 19.8

293 VP22-GFP 73.6b 46.2humane embryonale Niere,
HEK-Derivat GFP 51.4b 33.9

VP22-GFP 67.2b 63.7ΦΦΦΦNX-
ampho

humane retrovirale Verpackungs-
zellen, 293T-Derivat GFP 47.8b 30.1

CV-1 Affen-Niere VP22-GFP 17.6 12.1
GFP 8.0 2.7

COS-7 Affen-Niere VP22-GFP 43.5b 25.1
GFP 17.4b 5.0

NIH-3T3 Maus-Fibroblasten VP22-GFP 51.9 7.9
GFP 14.3 0.9

PA317 VP22-GFP 70.6 9.3retrovirale Verpackungszellen,
NIH-3T3-Derivat GFP 37.8 1.3

M-12 Hunde-Niere, MDCK-Derivat VP22-GFP 48.1 6.1c

GFP 11.5 0.7c

CRFK Katzen-Niere VP22-GFP 83.4b 2.8
GFP 60.4b 1.1

CHO-B66 Hamster-Ovarien, CHO-Derivat VP22-GFP 27.9a 17.1c

GFP 12.6a 6.9c

MH3924a VP22-GFP 59.8a 28.8Ratten-Hepatom,
„Morris-Hepatom” GFP 22.0a 3.7

a  1000 ng Expressions-Plasmid,  b  200 ng Plasmid,  c  2000 ng Plasmid;  #   pGE150 or pVP22-GFP,  *  pcDNA3-GFP

Tabelle 3.1: FACS-Analyse von GFP- und VP22-GFP-Expression in 15 Säugerzelllinien.
Die Zellen wurden mit 200-2000 ng Expressionsplasmid und den Transfektions-Reagenzien Lipo-
fectAMINE™ oder LipofectIN™ transfiziert. VP22-GFP-enthaltende Plasmide waren pVP22-GFP
oder pGE150, das Plasmid pcDNA3-EGFP kodiert nur für GFP. FACS-Analyse wie in Abb. 3.11.
Alle Experimente wurden mindestens dreifach ausgeführt, die angegebenen Prozentsätze entspre-
chen den Durchschnittswerten. Die Standardfehler betrugen in keinem Fall mehr als 15% und sind
der besseren Übersichtlichkeit der Tabelle wegen nicht angegeben.



Ergebnisse

101

Zelllinie Herkunft der Zelllinie Literatur-Zitat

Exzellenter VP22-Transport (FACS-Verhältnis VP22-GFP/GFP > 5):

M-12 Hunde-Niere, MDCK-Derivat

MH3924a Ratten-Hepatom; „Morris-Hepatom”

NIH-3T3 Maus-Fibroblasten

HeLa humanes Cervix-Adenocarcinom Elliott & O'Hare, 1997

COS-7 Affen-Niere

COS-1 Affen-Niere Elliott & O'Hare, 1997

PA317 retrovirale Verpackungszellen, NIH-3T3-Derivat

Effizienter VP22-Transport (FACS-Verhältnis VP22-GFP/GFP 2 - 5):

CV-1 Affen-Niere

CHO-B66 Hamster-Ovarien, CHO-Derivat

Hep3B humanes Hepatom

MCF-7 humanes Mamma-Carcinom

CRFK Katzen-Niere

Detektierbarer VP22-Transport (FACS-Verhältnis VP22-GFP/GFP  < 2):

HuH7 humanes Hepatom

HepG2 humanes Hepatom

ΦΦΦΦNX-ampho humane retrovirale Verpackungszellen, 293T-Derivat

HepG2 humanes Hepatom

293 humane embryonale Niere, HEK-Derivat

Effizienter VP22-Transport nach Literaturangaben:

H-1299 Affen-Niere Elliott & O'Hare, 1999

BHK-21 Hamster-Niere (baby hamster kidney) Elliott & O'Hare, 1997

SAOS-2 humanes Osteosarkom Phelan et al., 1998

Neuro 2A Maus-Neuroblastom Dilber et al., 1999

Vero Affen-Niere Phelan et al., 1998

Tabelle 3.2: Übersicht der Effizienz des VP22-GFP-Transports in Säugerzelllinien.
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 Aus Tabelle 3.1 ergibt sich, dass maximaler VP22-spread sowohl bei Verwendung

kleiner Mengen an Expressionsplasmid (200 ng; Transfektion mit LipofectIN™) als auch

bei niedrigem Basis-GFP-Expressionsniveau (optimal zwischen 0,7% und 5%) gemessen

wurde (Zelllinien HeLa, CV-1, NIH-3T3, PA317, M-12, MH). Wenn die Transfektions-

Effizienz mit dem GFP-Basis-Konstrukt schon sehr hoch war, war dagegen der prozentuale

Anteil an interzellulärem Transport weniger stark steigerbar (Zelllinien HepG2, Hep3B,

HuH-7, MCF-7, 293, ΦNX-ampho, CRFK). Für diese Zelllinien musste die verwendete

Menge an Plamid-DNA so angepasst werden, dass ausgangsmäßig die GFP-Kontrolle unter

60% GFP-Fluoreszenz lag, um eine zuverlässige Auswertung des VP22-vermittelten inter-

zellulären Transportes zu gewährleisten. Somit waren die beiden Parameter DNA-Menge

und eingesetztes Transfektions-Reagenz von entscheidender Bedeutung. So sind bestimmte

Zelllinien mit dem einen Lipidgemisch überhaupt nicht transfizierbar (z.B. Tabelle 3.1:

CRFK-Zellen, 2000 ng DNA, LipofectIN™), während das andere Transfektions-Reagenz

schon bei niedrigen DNA-Mengen hohe Transfektions-Effizienzen ergibt (z.B. gleiche

Zelllinie, 200 ng DNA, LipofectAMINE™).

Um den Einfluß der Transfektions-Bedingungen auf optimalen VP22-vermittelten

Transport noch genauer zu charakterisieren, wurde folgendes Zusatzexperiment durchge-

führt. Die Zelllinien ΦNX-ampho und MH wurden mit steigenden Mengen (0,2 – 2000 ng)

an DNA transfiziert (Tabelle 3.3). Bei Verwendung von LipofectIN™ als Transfektions-

Vermittler ergaben sich bei beiden Zelllinien maximale VP22-GFP vs. GFP-Quotienten bei

Verwendung von 200 ng Expressionsplasmid (Tabelle 3.3: FACS-Verhältnis von 2,2 bzw.

7,6 bei ΦNX-ampho bzw. MH). Transfektionen mit 0,2 ng (ΦNX-ampho) oder 2 ng (MH)

Plasmid-DNA ergaben GFP-Basis-Fluoreszenzen nahe dem Hintergrundsignal (0,1% bzw.

0,2%), so dass die berechneten Verhältnisse (3,0 bzw. 5,0) nicht auswertbar sind. Bei hoher

GFP-Basis-Expression (z.B. 78,5% bei ΦNX-ampho und 2000 ng DNA) kann dagegen

keine Steigerung der GFP-Fluoreszenz mehr detektiert werden (Verhältnis 1,0). Es kann

geschlossen werden, dass zur optimalen Messung des interzellulären Transports definierte

Transfektions-Bedingungen eingehalten werden müssen (Tabellen 3.1 und 3.3) und das

verwendete Lipidgemisch auf die jeweilige Zelllinie abgestimmt sein muss.

Insgesamt wurde in allen 15 getesteten Säuger-Zelllinien ein spread des VP22-GFP-

Proteins gefunden. Dies konnte durch direkte Messung der GFP-Fluoreszenz in der FACS-

Analyse quantifiziert werden. Somit weisen diese Daten darauf hin, dass VP22-vermittelter
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Transport von Fusionsproteinen ein allgemeines biologisches Phänomen ist, das nicht auf

bestimmte Organe oder Gewebe beschränkt ist.

Zelllinie Menge des
Expressions-Plasmides

Prozentsatz der GFP-positiven Zellen
[in %]

Verhältnis
VP22-GFP/GFP

VP22-GFP GFP

ΦΦΦΦNX-ampho 2000 ng 78.4 78.5 1.0

200 ng 65.6 30.0 2.2

20 ng 31.6 19.2 1.6

2 ng 3.9 2.8 1.4

0.2 ng 0.6  0.2b  (3.0)a

MH 2000 ng 51.8 25.8 2.0

200 ng 37.3 4.9 7.6

20 ng 5.9 3.9 1.5

2 ng 0.5  0.1b  (5.0)a

a  berechnetes Verhältnis GFP-positiver Zellen nicht auswertbar, da sehr niedrige GFP-Basal-Expression.

Tabelle 3.3: FACS-Analyse zur Bestimmung des Einflusses der Transfektions-Bedingungen.

ΦΦΦΦNX-ampho- oder MH-Zellen wurden mit 0,2 bis 2000 ng Expressionsplasmid transfiziert, wie in
der Tabelle angegeben. Als Transfektions-Reagenz wurde LipofectIN™ verwendet. VP22-GFP-ent-
haltende Plasmide waren pVP22-GFP oder pGE150, das Plasmid pcDNA3-EGFP kodierte nur für
GFP. Nach 48 h wurden die Zellen durch Trypsinierung resuspendiert und direkt für die FACS-
Analyse (FL1-H-Fluoreszenz; 20.000 ausgezählte Zellen) eingesetzt. Alle Experimente wurden
mindestens dreifach ausgeführt, die angegebenen Prozentsätze entsprechen den Durchschnittswer-
ten. Die Standardfehler betrugen in keinem Fall mehr als 15% und sind der besseren Übersichtlich-
keit der Tabelle wegen nicht angegeben.
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3.4 Immunfluoreszenz-Detektion des VP22-
vermittelten Transports

3.4.1 VP22-GFP-Kontrolle

Als Kontrollkonstrukt zur Messung des VP22-vermittelten interzellulären Transports diente

das Plasmid pGE150, welches eine VP22-GFP-Fusion enthält. Nach transienter Transfek-

tion konnte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie die direkte GFP-Fluoreszenz nur bei den pri-

mär transfizierten VP22-Produzentenzellen beobachtet werden. Die Fluoreszenz-Intensität

der benachbarten Zellen, die VP22-GFP duch interzellulären Transport erhalten haben, war

zur direkten lichtmikroskopischen Detektion nicht ausreichend, so dass eine Anfärbung mit

Antikörpern notwendig wurde (vergleiche 3.3). Dennoch konnten die unterschiedlichen

Stadien der ursprünglich transfizierten Zelle gut beobachtet werden. Zum einen bindet

VP22 an Mikrotubuli und stabilisiert diese dadurch, was in einer filamentösen, cytoplasma-

tischen Anfärbung sichtbar wird. Gleichzeitig findet ein Transport von VP22 zum Nucleus

und aus der Zelle hinaus in die Nachbarzellen statt, wo das Transportprotein ausschließlich

im Kern gefunden wird. Darüber hinaus bindet VP22 stark an Chromatin, so dass nach er-

folgter Zellteilung zwei Tochterzellen mit nukleärem VP22 gefunden werden. Wurde zur

Visualisierung das Kontrollkonstrukt mit VP22-GFP-Fusion verwendet, konnte man alle

Stadien der Mitose mit Dekondensation des Zellkerns und Bildung von Vesikeln im Fluo-

reszenz-Mikroskop gut beobachten (Abbildung 3.12).

Abbildung 3.12 (folgende Seite): Direkte GFP-Fluoreszenz nach Transfektion von VP22-GFP.
COS-1-Zellen wurden mit 200 ng pGE150 (enthält eine pVP22-GFP-Fusion) durch Lipofect-
AMINE™ transfiziert. Dargestellt ist die GFP-Fluoreszenz 48 h nach Transfektion bei direkter Be-
obachtung der Zellen ohne Fixierung oder Anfärbung durch Antikörper. Sichtbar sind nur die unter-
schiedlichen Stadien der primär transfizierten Zelle; die Fluoreszenz-Intensität der Nachbarzellen
reicht zur Detektion nicht aus.
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3.4.2 Adenovirale Plasmidkonstrukte

Zunächst sollte festgestellt werden, ob die N- und C-terminalen Fusionsproteine (s. 3.1.2),

bestehend aus den Suzidgenen CD oder TK und dem Transportprotein VP22, die Fähigkeit

des interzellulären Transports besitzen, also funktionell aktiv sind. Dazu wurden zunächst

alle Konstrukte nach transienter Transfektion der Expressionsplasmide durch indirekte Im-

munfluoreszenz untersucht. Die Zellen wurden zunächst mit Methanol fixiert und mit Anti-

körpern gefärbt (s. 2.2.6). Als primäre Antikörper dienten die polyklonalen Antiseren anti-

VP22, anti-CD und anti-TK (vergleiche 3.1.4 und 3.2.2) sowie der monoklonale Antikörper

CMV-018-48151 (Capricorn Products), der die hCMV-Epitop-Sequenz ERKTPRVTGG

(CMV-ep) erkennt. Diese wurden in den Verdünnungen 1:500 (anti-VP22, anti-CD, anti-

TK) und 1:100 (anti-CMV-ep) verwendet. Als sekundäre Antikörper kamen ein FITC-

konkugierter Antikörper (Vector), der gegen Maus-IgG gerichtet war (anti-mouse; detek-

tiert die monoklonalen Antikörper; 1:100-Verdünnung), oder ein Alexa546™-konkugierter

Antikörper (Molecular Probes), der Kaninchen-IgG erkennt (anti-rabbit; detektiert die po-

lyklonalen Antiseren; 1:200-Verdünnung), zum Einsatz.

Abbildung 3.13 zeigt die Ergebnisse der konfokalen Mikroskopie nach transienter

Transfektion der adenoviralen Rekombinationsplasmide mit TK als Transgen. Nach Trans-

fektion des Plasmids 6600-TK, welches nur TK als kodierende Sequenz enthält, sind ein-

zelne positive Zellen erkennbar (Abbildung 3.13 oben: Mitte und rechts). Verwendet man

dagegen Fusionsproteine von TK mit VP22 sind alle Zellen des beobachteten Monolayers

VP22-positiv, wobei sich das typische zweigeteilte Muster ergibt (Abbildung 3.13 Mitte

und unten): Zellen mit starker cytoplasmatischer Anfärbung, die weniger häufig vorkom-

men, entsprechen den ursprünglich transfizierten Zellen, die das Fusionsprotein synthetisie-

ren. Zahlreiche benachbarte Zellen, die etwas weniger stark angefärbt sind, zeigen haupt-

sächlich nucleäre Anfärbung und stellen Zellen dar, die VP22 durch Protein-Transport er-

halten haben. Dabei wurden diese Färbemuster bei beiden Fusionen TK-VP22 und

VP22-TK gleichartig gefunden, sowohl bei Verwendung des anti-VP22 als auch des anti-

CMV-ep-Antikörpers. Der anti-Epitop-Antikörper dient der Detektion von Fusionsprotei-

nen mit voller Länge (siehe Abbildung 3.2).
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Dagegen war das polyklonale anti-TK-Antiserum nicht in der Lage, VP22-vermit-

telten Transport zu visualisieren. Dies wurde in einem Zusatz-Experiment genauer unter-

sucht (Abbildung 3.14): neben dem polyklonalen Antiserum standen auch drei monoklo-

nale Antikörper zur Verfügung, die gegen bestimmte Epitope der HSV-1 Thymidin-Kinase

gerichtet waren (4C8, 9G10, 10C11; alle freundlicherweise von W. Summers, Yale, USA,

zur Verfügung gestellt; Verdünnung 1:100). Auch bei Verwendung der monoklonalen Anti-

körper konnte kein VP22-spread detektiert werden. Wie schon bei polyklonalem anti-TK

wurde lediglich die primär exprimierende Zelle angefärbt (Abbildung 3.14, 2. und 3. Zeile).

Auch die Kombination aller drei monoklonalen Antikörper zeigte ein negatives Transport-

Ergebnis. Wurde dagegen in einer Doppelfärbung gleichzeitig mit anti-VP22 angefärbt, er-

gab sich, dass VP22-vermittelter Transport sehr wohl vorliegt, aber von keinem der verfüg-

baren anti-TK-Antikörper detektiert werden konnte (Abbildung 3.14, oberste Zeile). Bis-

lang existiert keine schlüssige Erklärung für dieses Färbeverhalten.

Abbildung 3.13 (folgende Seite): VP22-vermittelter Transport von adenoviralen TK-
Expressionsplasmiden nach transienter Transfektion.
oben: links: pTG6600 (mock), Mitte und rechts: 6600-TK
Mitte: 6600-TK-VP22
unten: 6600-VP22-TK

COS-1-Zellen wurden mit 500-1000 ng Expressionsplasmid durch LipofectAMINE™ transfiziert.
40-44 h nach der Transfektion wurden die Zellen für die Immunfluoreszenz prozessiert und mit
Antikörpern detektiert (siehe Text). Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM 510 konfokalen
Mikroskop vorgenommen.

Abbildung 3.14 (fortfolgende Seite): Test der monoklonalen und polyklonalen anti-TK
Antikörper.
1. bis 3. Zeile: 6600-TK-VP22
4. Zeile: 6600-TK
5. Zeile: pTG6600 (mock)

Bedingungen wie bei Abbildung 3.13.
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Die Ergebnisse der transienten Transfektion mit adenoviralen Plasmiden, die CD als

Suizidgen enthalten, ist in Abbildung 3.15 dargestellt. Ist nur CD als Transgen vorhanden,

waren nur vereinzelte Zellen positiv (Abbildung 3.15 oben: Mitte und rechts). Die C-termi-

nale Anknüpfung von VP22 an CD zeigte dagegen das klassische Bild des VP22-

vermittelten spreads mit filamentösen, cytoplasmatisch positiven Produzentenzellen und

nucleär positiven Nachbarzellen (Abbildung 3.15 Mitte). Dieses Verteilungsmuster wurde

von allen drei verfügbaren Antikörpern erkannt. Bei der N-terminalen Fusion VP22-CD ist

dagegen kein interzellulärer Transport zu beobachten (Abbildung 3.15 unten). Bei Verwen-

dung des anti-CMV-ep-Antikörpers, konnten selbst die primär transfizierten Zellen nicht

visualisiert werden (Abbildung 3.15 unten: rechts), da bei der Klonierung des VP22-CD-

Fusion das Epitop aus dem allgemeinen Leserahmen fiel (s. 3.1.2).

Fügt man als zusätzliches Transgen TK in die adenoviralen Rekombinations-Plasmide ein,

erhält man CD-TK-VP22-Dreifach-Fusionen (siehe Abbildung 3.2). Diese wiesen nach

transienter Transfektion ebenfalls Protein-Transport auf, wobei die Transport-Fähigkeit der

direkten Fusion CD-∆TK-VP22 der Glycin-verknüpften-Version CD-TK-VP22 überlegen

scheint (Abbildung 3.16 Mitte und unten: mittleres und rechtes Bild). Der Nachweis des

VP22-Transports gelang allerdings nicht in jedem Fall (Abbildung 3.16 Mitte und unten:

links). Die Fusion der Suizidgene CD und TK ohne VP22 wies nur vereinzelte positive Zel-

len auf; ein Gradient der VP22-Expression konnte nicht nachgewiesen werden (Abbildung

3.16 oben: Mitte und links).

Abbildung 3.15 (folgende Seite): VP22-vermittelter Transport von adenoviralen CD-
Expressionsplasmiden nach transienter Transfektion.
oben: links: pTG6600 (mock), Mitte und rechts: 6600-CD
Mitte: 6600-CD-VP22
unten: 6600-VP22-CD

Bedingungen wie bei Abbildung 3.14.

Abbildung 3.16 (fortfolgende Seite): VP22-vermittelter Transport von adenoviralen CD-TK-
Expressionsplasmiden nach transienter Transfektion.
oben: links: pTG6600 (mock), Mitte und rechts: 6600-CD-TK
Mitte: 6600-CD-∆TK-VP22
unten: 6600-CD-TK-VP22

Bedingungen wie bei Abbildung 3.14.
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3.4.3 Rekombinante Retroviren

Wie schon bei der Verwendung von adenoviralen Expressionsplasmiden sollte auch mit

den in Kapitel 3.1.1 beschriebenen klonierten retroviralen Vektoren der VP22-vermittelte

interzelluläre Transport untersucht werden. Nach transienter Transfektion der VP22-

Suizidgen-Fusions-Konstrukte in COS-1-Zellen konnte jedoch kein Färbemuster in Form

des typischen VP22-spreads detektiert werden (nicht gezeigt). Dies kann mit der nur gerin-

gen Aktivität des murinen LTR-Promotors in Nicht-Mäuse-Zellen erklärt werden.

Deshalb wurden im nächsten Schritt rekombinante retrovirale Partikel hergestellt.

Dazu wurden die in 3.3.1 aufgelisteten Transfer-Plasmide in die retrovirale Verpackungs-

zellinie Phoenix-ampho transfiziert und der Überstand, der die Retrovirus-Partikel enthält,

nach 48 h Stunden geerntet (s. 2.3.2.2). Der Titer dieser rekombinanten Retroviren nach

transienter Transfektion betrug beim Test auf G418-Resistenz von transduzierten NIH-3T3-

Zellen 1x104 bis 5x105 cfu/ml. Nachfolgend wurden COS-Zellen mit den retroviralen Über-

ständen transduziert, wobei bei Verwendung von 2,5x105 Zielzellen die MOI von 0,04 bis 2

variiert werden konnte. Wie Abbildung 3.17 zeigt, konnte weder bei Einsatz von CD-

VP22- noch bei VP22-TK-Fusionen ein interzellulärer Transport durch indirekte Immun-

fluoreszenz detektiert werden29. Da jedoch beide Fusionen von VP22 mit den jeweiligen

Suizidgenen nach transienter Transfektion von adenoviralen Expressionsplasmiden deutli-

chen VP22-vermittelten Transport aufzeigten (siehe Abbildungen 3.13 und 3.15), wird ge-

folgert, dass die Expression unter LTR-Kontrolle und die erreichten retroviralen Titer nicht

ausreichen, um genügende Mengen an Fusionsproteinen zu bilden.

                                                
29 Dabei ist das polyklonale anti-TK Antiserum nicht in der Lage, VP22-vermittelten Transport zu detektieren; es wird

lediglich die primär VP22-exprimierende Zelle nachgewiesen (vergleiche 3.4.2 und Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.17: VP22-vermittelter Transport von retroviralen Expressionsplasmiden nach
Transduktion mit Retrovirus-Partikeln.
oben: links: pLXSN (mock), Mitte und rechts: pL-CD-VP22
unten: jeweils pL-VP22-CD

COS-1-Zellen wurden mit 1 ml retroviralem Überstand (entsprechend MOI 0,04 - 2) für 3 h bei
37°C transduziert. Die Proben wurden 48 h später für die Immunfluoreszenz prozessiert und mit den
angegebenen Antikörpern detektiert. Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM 510 konfokalen
Mikroskop vorgenommen.



Ergebnisse

115

3.4.4 Rekombinante Adenoviren

Adenoviren zeichnen sich im Gegensatz zu den meisten in der Gentherapie eingesetzten

viralen Vektorsystemen dadurch aus, dass auf Grund der pantropen primären und sekundä-

ren Rezeptoren nahezu alle Zelllinien infiziert werden können. Werden Zellen mit rekombi-

nanten Adenoviren transduziert, ergibt sich bei Verwendung einer geeigneten MOI, die

prinzipiell über der Zahl der verwendeten Zielzellen liegen muss (d.h. MOI > 2), oft eine

Transduktionsrate von nahezu 100%. Unter solchen Bedingungen kann der additive Effekt

des VP22-vermittelten Transports nicht visualisiert werden. Deshalb verwendet man hier

die Methode der Co-Plattierung. Dazu wird eine leicht identifizierbare Zelllinie mit rekom-

binanten Adenoviren transduziert und anschließend im Verhältnis 1:20 bis 1:100 mit unbe-

handelten Zellen eines anderen Zelltyps gemischt. Findet ein Export von VP22-Fusions-

proteinen aus den transduzierten Zellen in die heterologen Nachbarzellen statt, kann dies

durch Anfärbung in der indirekten Immunfluoreszenz dargestellt werden.

Als primäre Zelllinie wurde COS-1 bzw. CO60 verwendet, die stabil das large

T-Antigen von SV40 exprimieren und somit leicht durch Antikörper-Nachweis von anderen

Zellen unterschieden werden können. Nach Mischung mit untransduzierten HeLa-Zellen

wird der VP22-Transport durch polyklonales anti-VP22 Antiserum nachgewiesen. Ver-

wendet man beide Antikörper gleichzeitig in einer Doppelfärbung, kann durch Überblen-

dung die ursprünglich transduzierte Zelle detektiert werden. Im vorliegenden Fall (Abbil-

dung 3.18) wird das anti-VP22-Antiserum aus Kaninchen mit einem sekundären Antikörper

erkannt, an den ein roter Farbstoff (Alexa™ 546) gekoppelt ist, der SV40 T-Antigen-

Antikörper dagegen ist mit einem grün fluoreszierenden Farbstoff (FITC) verknüpft. Ent-

sprechend erscheinen die doppelt gefärbten VP22-Produzenten-Zellen in der Überblendung

in gelber Farbe.

Abbildung 3.18 zeigt die Ergebnisse der Co-Plattierung nach Tranduktion von

CO60-Zellen mit Ad-VP22 und Ad-VP22-GFP, die als Kontroll-Vektoren zur Optimierung

der Versuchsbedingungen verwendet wurden. Bei einer MOI von 50 waren alle HeLa-

Zellen positiv für VP22 (Abbildung 3.17, 1. und 3. Reihe: jeweils linkes Bild). Da jedoch

diese HeLa-Zellen nicht transduziert worden waren, kann gefolgert werden, dass VP22

durch spread eintransportiert worden ist. Die VP22-exprimierenden Produzenten-Zellen

werden durch Anfärbung mittels SV40 T-Antigen-Antikörper als grün (jeweils mittleres

Bild) und in der Doppelfärbung als gelb detektiert. Da GFP eine (nach Methanol-Fixierung
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allerdings nur schwache) Eigenfluoreszenz aufweist, erscheinen alle Zellen in der Grün-

Detektion leicht positiv (Abbildung 3.18, 3. Reihe: Mitte), während die Farbe der durch

VP22-Transport positiven Zellen sich in der Überblendung von rot zu orange verschiebt (3.

Reihe: rechts).

Verwendete man dagegen eine niedrigere Zahl an rekombinanten adenoviralen Par-

tikeln (MOI 20), konnte festgestellt werden, dass nicht alle transduzierten Zellen einen

VP22-Export aufweisen (2. Reihe). Hier wird ein zweigeteiltes Färbemuster in der Über-

blendung sichtbar: während links oben der für VP22-spread typische Verteilungs-Gradient

(in der englischsprachigen Literatur als focus, Plural: foci, bezeichnet) erscheint, geht von

den restlichen VP22-transduzierten Zellen kein Transport aus. Sie werden als singuläre,

doppelt positive Zellen mit gelber Färbung detektiert. Die nicht-transduzierten Kontrollen

lassen sich lediglich für das stabil exprimierte T-Antigen der Ausgangszelllinie CO60 an-

färben (mock: Abbildung 3.18, untere Reihe).

Abbildung 3.18 (folgende Seite): Co-Plattierung von CO60- und HeLa-Zellen nach Adeno-
virus-Transduktion mit Kontroll-Vektoren.
oberste Reihe: Ad-VP22, MOI 50; 2. Reihe: Ad-VP22, MOI 20; 3. Reihe: Ad-VP22-GFP, MOI
50; unterste Reihe: mock-Kontrolle (uninfizierte Zellen).

jeweils links: Detektion mit polyklonalem anti-VP22-Antiserum; Mitte: Detektion mit monoklona-
lem anti-T-Antigen-Antikörper (Santa Cruz Biotechnology; Verdünnung 1:200); rechts: Überblen-
dung.

CO60-Zellen wurden mit rekombinanten Adenoviren in einem Volumen von 1 ml bei einer MOI
von 20 oder 50 für 1 h bei 37°C transduziert. Die Proben wurden 20 h später trypsiniert, mit unbe-
handelten HeLa-Zellen im Verhältnis von 1:20 neu ausgesät und 24 h danach für die Immunfluores-
zenz prozessiert. Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM 510 konfokalen Mikroskop vorge-
nommen.
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 Nach der Optimierung der Versuchsbedingungen für die Co-Plattierung mit den

Kontroll-Vektoren Ad-VP22 und Ad-VP22-GFP wurden Adenovirus-Präparationen, die

CD und TK als VP22-Fusionen enthielten, auf ihre Fähigkeit untersucht, interzellulären

Transport zu vermitteln.

Abbildung 3.19 zeigt die Resultate für Ad-CD-Vektoren nach Transduktion von

COS-Zellen und anschließender Mischung mit unbehandelten HeLa-Zellen in der oben er-

läuterten Überblendungs-Darstellung. Die Kontrollen uninfiziert (mock) und Ad-CD zeig-

ten bei Abwesenheit des VP22-Transport-Gens wie erwartet nur einfach positive (d.h. nicht

transduzierte COS-Zellen, grüne Anfärbung des T-Antigens: obere Reihe) oder singuläre

doppelt-positive Zellen (Anfärbung von CD und T-Antigen; Abbildung 3.19, obere Reihe).

Da der anti-T-Antigen-Antikörper nur den Nucleus der COS-Zellen detektiert, erscheinen

die doppelt-positiven Zellen mit gelb-grünem Zellkern bei ausschließlich rot gefärbtem

Cytoplasma. Die mittlere Reihe der Abbildung 3.19 zeigt drei Präparationen mit dem für

VP22-Transport typischen foci-Muster. Die usprünglich transduzierten COS-Zellen erschei-

nen gelb, HeLa-Zellen, welche die CD-VP22-Fusion durch Protein-Transport erhalten ha-

ben, dagegen in rot. Zur Detektion des VP22-vermittelten spread nach Co-Plattierung sind

die Versuchsbedingungen entscheidend. Als Beispiel dient das linke Bild der unteren Reihe

in Abbildung 3.19, in dem bei Verwendung derselben Ad-Präparation Ad-CD-VP22 kein

Protein-Transport gefunden wurde. Im Gegensatz zur N-terminalen Fusion von VP22 an

CD zeigt die C-terminale Verknüpfung VP22-CD wie schon bei den Plasmidkonstrukten

(Abbildung 3.15) keine Transport-Fähigkeit (Abbildung 3.19, untere Reihe: Mitte und

rechts).

Abbildung 3.19 (folgende Seite): Co-Plattierung von COS-1- und HeLa-Zellen nach Adeno-
virus -Transduktion mit CD-VP22-Vektoren.
obere Reihe: links: mock-Kontrolle (uninfizierte Zellen); Mitte und rechts: Ad-CMV-CD, MOI 50
mittlere Reihe: jeweils Ad-CMV-CD-VP22, MOI 50
untere Reihe: links: Ad-CMV-CD-VP22; Mitte und rechts: Ad-CMV-VP22-CD; jeweils MOI 50

COS-1-Zellen wurden mit rekombinanten Adenoviren in einem Volumen von 1 ml bei einer MOI
von 50 für 1 h bei 37°C transduziert. Die Proben wurden 20 h später trypsiniert, mit unbehandelten
HeLa-Zellen im Verhältnis von 1:20 bis 1:100 neu ausgesät und 24 h danach für die Immunfluores-
zenz verwendet. Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LSM 510 konfokalen Mikroskop aufge-
nommen. Dargestellt sind Überblendungen der Detektion mit jeweils 2 Antikörpern: monoklonaler
anti-T-Antigen-Antikörper (Santa Cruz Biotechnology; Verdünnung 1:200) sowie polyklonales
Antiserum anti-VP22 oder anti-CD.



Ergebnisse

119



Ergebnisse

120

Die Ergebnisse der Co-Plattierung nach Transduktion von COS-Zellen mit rekombi-

nanten Adenoviren, die Fusionen von TK und VP22 enthielten, sind als Überblendung der

Doppelfärbung in Abbildung 3.20 dargestellt. Präparationen ohne VP22-Fusion zeigten er-

wartungsgemäß keine foci-Muster (Abbildung 3.20, obere Reihe). Im Gegensatz zu Fusio-

nen von CD und VP22 konnte sowohl bei N- als auch C-terminaler Verknüpfung des Sui-

zidgens TK mit VP22 ein Protein-Transport nachgewiesen werden (Abbildung 3.20, mittle-

re und untere Reihe: jeweils links und Mitte). Dieses Resultat entspricht dabei den Ergeb-

nissen der Immunfluoreszenz-Färbungen mit Plasmidkonstrukten derselben Fusionen TK-

VP22 und VP22-TK nach transienter Transfektion (Abbildung 3.13). Wie schon bei der

Co-Plattierung von Ad-CD-VP22 (Abbildung 3.19), konnte auch mit TK-Fusionen nicht in

jedem Experiment ein gleich ausgeprägter VP22-vermittelter Transport detektiert werden

(Abbildung 3.20, mittlere und untere Reihe: jeweils rechtes Bild). Im Gegensatz zu anti-

VP22 und anti-CD erkannten dabei alle zur Verfügung stehenden anti-TK-Antikörper nur

die primär transduzierte Zellen, nicht jedoch VP22-vermittelten Transport (vergleiche Ab-

bildung 3.14).

Abbildung 3.20 (folgende Seite): Co-Plattierung von COS-1- und HeLa-Zellen nach Adeno-
virus -Transduktion mit TK-VP22-Vektoren.
obere Reihe: links: mock-Kontrolle (uninfizierte Zellen); Mitte und rechts: Ad-CMV-TK, MOI 50
mittlere Reihe: jeweils Ad-CMV-TK-VP22, MOI 50
untere Reihe: jeweils: Ad-CMV-VP22-CD, MOI 50

Bedingungen wie bei Abbildung 3.19.

Abbildung 3.21 (fortfolgende Seite): Co-Plattierung von COS-1- und HeLa-Zellen nach Adeno-
virus -Transduktion der Dreifach-Fusionen CD-TK-VP22.
obere Reihe: links: mock-Kontrolle (uninfizierte Zellen); Mitte, rechts: Ad-CMV-CD-TK, MOI 50
mittlere Reihe: jeweils Ad-CMV-CD-∆TK-VP22, MOI 50
untere Reihe: jeweils: Ad-CMV-CD-TK-VP22, MOI 50

Bedingungen wie bei Abbildung 3.19.
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Abbildung 3.21 zeigt das Ergebnis der Untersuchung, ob VP22-Transport auch

durch die Dreifach-Fusionen CD-TK-VP22 in rekombinanten Adenoviren vermittelt wird.

Verwendet man lediglich die CD-TK-Suizidgen-Fusion, sind in der Überblendung nur dop-

pelt-positive Zellen ohne Protein-Transport zu den Nachbarzellen zu sehen (Abbildung

3.21, obere Reihe: Mitte und rechts). Sieht man von der Verwendung der TK-Antikörper,

die wie in Abbildung 3.14 dargestellt keinen VP22-spread detektieren können, ab, kann

auch bei beiden Dreifach-Fusionen VP22-vermittelter Transport in der Co-Plattierung

nachgewiesen werden (Abbildung 3.21, Mitte und unten: jeweils rechts). Dieser Nachweis

gelingt jedoch – im Gegensatz zu den Doppelfusionen CD-VP22 und TK-VP22 –  nur in

Einzelfällen. Das Ergebnis bei Ausbleiben des Protein-Transports ähnelt dem der Ad-CD-

TK-Kontrolle (Abbildung 3.21, Mitte: links; unten: links und Mitte). Wie schon nach tran-

sienter Transfektion der Plasmidkonstrukte (Abbildung 3.16) scheint auch hier der Trans-

port der direkten Suizidgen-Fusion CD-∆TK-VP22 stärker ausgesprägt zu sein als bei Ver-

knüpfung durch Glycin-Linker (Ad-CD-TK-VP22).

3.5 Quantifizierung des Suizidgen-Effektes

Nachdem, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, der qualitative Nachweis erbracht wurde, dass

VP22-Fusionen der Suizidgene CD und TK die Eigenschaft des interzellulären Protein-

Transports aufweisen (unabhängig davon, ob die Expression mit Hilfe rekombinater Ade-

noviren oder den entsprechenden Plasmid-Konstrukten direkt erfolgte), sollte das Ausmaß

einer möglicherweise verbesserten Suizidgen-Wirkung quantifiziert werden. Da die meta-

bolisierten prodrugs in CD- und TK-positiven Zellen cytotoxisch wirken, eignen sich zur

Messung prinzipiell alle Proliferations- und Zelltod-Assays. Eine einfache, nicht-radio-

aktive, Quantifizierung des cytotoxischen Effektes gelingt dabei sowohl mit Hilfe des

MTT-Proliferations-Tests, der die metabolische Aktivität lebender Zellen misst, als auch

mit dem SRB-Assay, der die Inhibition des Zellwachstums detektiert (Skehan et al. 1990).

Der SRB-Test beruht auf der Bindung des Protein-Farbstoffes Sulforhodamin B (SRB) und

ist das Standard-Testverfahren des National Cancer Institutes der USA zum Screening zell-

schädigender Substanzen. Vergleiche von MTT- und SRB-Tests ergaben, dass das SRB-

Reagenz die Wachstums-Inhibition über einen größeren linearen Bereich, empfindlicher

und in mehr Zelllinien zuverlässig quantifiziert als der MTT-Farbstoff (Griffon et al. 1995;
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Perez et al. 1993; Keepers et al. 1991; Rubinstein et al. 1990). Folglich wurden die Cyto-

toxizitäts-Tests der vorliegenden Arbeit wurden in der SRB-Methodik durchgeführt.

Da die Vorversuche zur Visualisierung des VP22-vermittelten Transports durch in-

direkte Immunfluoreszenz bei den Dreifach-Fusionen CD-TK-VP22 keine eindeutigen Er-

gebnisse lieferten (vergleiche Abbildungen 3.16 und 3.21), wurde im Rahmen der vorlie-

genden Arbeit auf eine Auswertung per SRB-Assay verzichtet. Die Quantifizierung des

cytotoxischen Effektes der Suizidgene wurde im Folgenden nach adenoviraler Transduktion

von Morris Hepatom (MH)-Zellen durchgeführt. Die Zielzellen wurden ausgewählt, weil

sie vom in der Arbeitsgruppe etablierten HCC-Modell der ACI-Ratte abgleitet sind und als

syngene Zelllinie nach orthotoper Implantation in die Leber wieder zu Lebertumoren aus-

wachsen können. Damit können sie als Verfahren zur in vivo Evaluation der Suizidgen-

therapie des Hepatozellulären Carcinomes herangezogen werden. Insgesamt sollte festge-

stellt werden, ob der Einsatz von VP22-Fusionen der Suizidgene CD und TK in adeno-

viralen Vektoren eine Steigerung des Suizidgen-Effektes gegenüber der Verwendung von

CD und TK alleine bewirken kann.

3.5.1 Adenovirale CD-VP22-Vektoren

MH-Zielzellen wurden durch rekombinante Adenoviren, die CD und davon abgeleitete

VP22-Fusionen exprimieren, transduziert und anschließend für 6 Tage mit verschiedenen

Konzentrationen der prodrug 5-FC inkubiert. Als Kontrolle dienten uninfizierte MH-Zel-

len, die mit derselben Menge an 5-FC versetzt wurden. Wie Abbildung 3.22 zeigt, war das

Wachstum dieser Zellen von der alleinigen Anwesenheit der prodrug kaum beeinflußt. Im

Folgenden wurde der Wert der uninfizierten Kontrolle auf 100% festgesetzt und alle ande-

ren Messwerte hierauf bezogen. Als weitere interne Kontrolle diente die Transduktion mit

Ad-RSV-GFP. Da GFP im Gegensatz zum Transgen CD nicht die prodrug 5-FC umsetzen

kann, wurde erwartungsgemäß keine Inhibition des Zellwachstums detektiert (Abbildung

3.23, Vierecke). Im Gegensatz dazu führte die Expression des Suizidgens CD mit steigen-

der Konzentration an 5-FC zu einer deutlichen Abnahme der Zellzahl. Vergleicht man den

inhibierenden Effekt von Ad-CD mit Ad-CD-VP22 nach 6 Tagen Inkubation mit 5-FC, so

ist für jeden einzelnen Messwert eine signifikant bessere Suizidgenwirkung der VP22-

Fusion nachweisbar (Abbildung 3.23 oben; Signifikanzen durch Stern angezeigt). Dagegen

erreichte die N-terminale Fusion von VP22 an CD im Vergleich zu Ad-CD alleine nur für

einen Wert eine signifikante Verbesserung, so dass insgesamt keine Steigerung des Suizid-
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gen-Effektes der Fusion VP22-CD festgestellt werden konnte. Dies steht im Einklang zu

den Ergebnissen der Immunfluoreszenz-Messungen von Plasmid und Adenovirus-Vektor,

die keinen Protein-Transport der VP22-CD-Fusion aufwiesen. Bei der höchsten eingesetz-

ten Konzentration von 10 mM 5-FC erreichten alle CD-Konstrukte nach 6 Tagen ähnliche

Werte der CD-induzierten Cytotoxizität. Vergleicht man dieselben adenoviralen Konstrukte

nach 4 Tagen prodrug-Inkubation weisen alle Werte der CD-VP22-Fusion eine deutliche

Steigerung des Suizidgen-Effektes auf, während CD und VP22-CD nahezu gleiche Überle-

bensraten liefern (Abbildung 3.23 unten). Die Konzentration, die notwendig ist, um mit 5-

FC eine 50%-ige Inhibition des Zellwachstums zu erreichen (sog. inhibitory concentration

IC50) sinkt dabei nach 6-tägiger Inkubation von 2,5 mM für Ad-CD auf 0,45 mM für Ad-

CD-VP22.

Abbildung 3.22: Proliferations-Test uninfizierter MH-Kontrollzellen nach Inkubation mit 5-FC.
MH-Zellen wurden in 24-well-Platten in einer Dichte von 1x104 Zellen pro Kavität ausgesät und für
6 Tage mit den angegebenen Konzentrationen an 5-FC inkubiert. Die Zell-Proliferation wurde
durch Messung der optischen Dichte (O.D.) nach Anfärbung mit dem SRB-Protein-Farbstoff bei
550 nm nachgewiesen. Alle Experimente wurden mindestens vierfach ausgeführt, die angegebene
OD-Werte entsprechen den Durchschnittswerten. Die Standardfehler betrugen in keinem Fall mehr
als 15% und sind der besseren Übersichtlichkeit wegen nicht angegeben.
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Cytotoxizitäts-Assay (SRB): Ad-CD-Vektoren
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Abbildung 3.23 (vorhergehende Seite): SRB-Assay rekombinanter Ad-CD-VP22-Vektoren.
MH-Zellen wurden in 24-well-Platten in einer Dichte von 1x104 Zellen pro Kavität ausgesät und am
nächsten Tag für 3 h bei 37°C mit rekombinanten Adenoviren bei MOI 20 transduziert. Nach 24 h
erfolgte die Inkubation mit 5-FC in den angegebenen Konzentrationen. Nach 4 bzw. 6 Tagen wurde
die Inhibition des Wachstums mittels SRB-Assay bei 550 nm gemessen (s. 2.2.4). Alle Messwerte
wurden auf die von uninfizierten Kontrollzellen bezogen und sind als Prozentsatz der überlebenden
Zellen (Kontrolle als 100%-Wert) angegeben.
Alle Experimente wurden mindestens vierfach ausgeführt, die angegebene OD-Werte entsprechen
den Durchschnittswerten. Die Fehlerbalken des Standardfehlers (n=4) sind im Diagramm mit ange-
geben. Die Auswertung der statistischen Signifikanzen wurde nach dem student t-Test durchgeführt
und vergleicht nur die Werte von Ad-CD ( ) mit denen von Ad-CD-VP22 ( ).

3.5.2 Adenovirale TK-VP22-Vektoren

Wie schon die CD-Fusionen wurden auch die N- und C-terminalen Verknüpfungen von TK

mit dem Transport-Protein VP22 in adenoviralen Vektoren in Suizidgen-Assays untersucht.

Als Kontrolle dienten wiederum uninfizierte MH-Zellen, die mit derselben Menge der pro-

drug GCV für 6 Tage versetzt wurden. Der Zusatz der prodrug zeigte auch hier keine Ein-

schränkung des Wachstums von Kontrollzellen im Proliferations-Test (nicht dargestellt).

Wiederum wurden alle Messwerte auf die uninfizierte Kontrolle (als 100% festgesetzt) be-

zogen. Wurden MH-Zellen mit adenoviralen Vektoren transduziert, die TK als Transgen

enthalten, zeigte sich bei zunehmender GCV-Konzentration eine starke Inhibition des Zell-

wachstums (Abbildung 3.24). Sowohl für Ad-TK als auch die Fusionen Ad-TK-VP22 und

Ad-VP22-TK ergab sich eine ähnlich verlaufende sigmoide Cytotoxizitäts-Kurve. Dabei

zeigte sich keine bzw. keine deutliche Verbesserung des Suizidgen-Effektes bei Anwesen-

keit des VP22-Transport-Proteins. Die IC50-Werte nach 6-tägiger Inkubation mit der pro-

drug GCV sind mit 1,4 µM für Ad-TK und Ad-VP22-TK sowie 1,0 µM für Ad-TK-VP22

nahezu gleich. Im Hinblick auf die positiven Transport-Ergebnisse der indirekten Immun-

fluoreszenz-Messungen, sowohl nach Plasmid-Transfektion als auch nach Transduktion mit

Adenovirus-Vektoren beider Fusionen TK-VP22 und VP22-TK, ist dies ein unerwartetes

Resultat. Auf eine vergleichende Einzelauswertung der Signifikanzen wurde verzichtet. Die

interne Kontrolle der Cytotoxizitäts-Messungen Ad-RSV-GFP zeigte wie erwartet keine

Inhibition des Zellwachstums (Abbildung 3.24, Vierecke).
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Abbildung 3.24: SRB-Assay rekombinanter Ad-TK-VP22-Vektoren.
Bedingungen und Auswertung wie bei Abbildung 3.23.
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3.6 Immunogenität von VP22

Vor einem Einsatz der VP22-Transportfunktion in gentherapeutischen Studien an Patienten

muss geklärt sein, ob durch die zusätzliche Anwesenheit von VP22 inflammatorische Reak-

tionen hervorgerufen werden. In der Immunologie unterscheidet man grundsätzlich zwei

Arten der Immunantwort. Die humorale Immunreaktion wird durch B-Zellen und Anti-

körper vermittelt und beinhaltet die Präsentation von Antigenen auf MHC-II-Molekülen der

Zelloberfläche. Da ein polyklonales Antiserum aus Kaninchen, das nach Immunisierung

mit VP22 gewonnen wurde, funktionell ist, ist von der Bildung von anti-VP22-Antikörpern

auszugehen. Im Gegensatz zur humoralen Immunabwehr wird die cytotoxische Immunant-

wort durch sogenannte Killerzellen (CTLs: cytotoxische T-Lymphocyten) vermittelt. Diese

erkennen Epitope, die auf MHC-I-Proteinen präsentiert werden. MHC-I-Moleküle kommen

an der Oberfläche aller Körperzellen vor, MHC-II-Moleküle dagegen nur auf Antigen-prä-

sentierenden Zellen (APCs) des Immunsystems. Daher wurde im Mausmodell untersucht,

ob die VP22-Expression eine CTL-Immunantwort auslöst.

3.6.1 MHC I-Epitop-Vorhersagen

Zunächst wurden durch Datenbank-Vergleich potenzielle Epitope von VP22 ermittelt, die

in die Bindungstasche des MHC-I-Moleküls hineinpassen. Dazu wurde die 301 aa lange

Sequenz von VP22 mit dem SYFPEITHI-Epitop-Vorhersage-Programm30 ausgewertet. Der

Algorithmus ermittelt die Wahrscheinlichkeit der Bindung einer bestimmten Aminosäure-

Sequenz zu einem definierten HLA-Typ. Angegeben wird die Wahrscheinlichkeit eines T-

Zell-Epitops, an MHC-Klasse-I-Moleküle zu binden. Ein Ergebnis-Wert von 20 entspricht

dabei einer 60%-igen Chance, ein Wert von 30 der 90%-igen Wahrscheinlichkeit, als CTL-

Epitop präsentiert zu werden (Tabelle 3.4). In die Untersuchung einbezogen wurden 4

MHC-I-Klassen der Maus (H-231: Kb, Kd, Dd, Ld) und eine MHC-Klasse des Menschen

(HLA-A*020132). Tabelle 3.4 zeigt die erhaltene Liste möglicher Epitope ab einem Wahr-

                                                
30 Das SYFPEITHI-Epitop-Vorhersage-Programm ist im Internet über http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/ allgemein
zugänglich. Der benutzte Algorithmus ist in dem Buch „MHC Ligands & Peptide Motifs“ von H.G. Rammensee, J.
Bachmann und S. Stevanovic beschrieben; Verlag: Landes Bioscience, 810 South Church Street, Georgetown, Texas;
Internationale Distribution: Springer Verlag GmbH & Co. KG, Tiergartenstr 17, Heidelberg; ISBN: 3-540-63125-9.
31 Die MHC-I-Moleküle der Maus werden als H-2 klassifiziert, die des Menschen als HLA.
32 Nahezu jeder (kaukasische) Europäer besitzt als eines seiner 6 Oberflächen-MHC-I-Moleküle den Typ HLA-A*0201

(Kurzbezeichnung: A2).
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scheinlichkeits-Wert von 17. Ordnet man die Vorhersagen den einzelnen Haplotypen zu,

ergeben sich 7 bzw. 4 potenzielle CTL-Epitope für H-2b bzw. H-2d der Maus, sowie 7 Epi-

tope für HLA-A2 des Menschen. Die Lage dieser potenziellen Antigene in der VP22-

Sequenz ist in Abbildung 3.25, oben, graphisch dargestellt. Insgesamt wurde eine relativ

geringe Anzahl an Epitopen ohne hohe Wahrscheinlichkeits-Werte ermittelt.

Da die Prozessierung der MHC-I-Liganden innerhalb der Zelle über das Proteasom

verläuft, ist es sinnvoll, mögliche antigene Peptide mit potenziellen Schnittstellen des Pro-

teasoms abzugleichen. Basierend auf dem Modellprotein Enolase lassen sich mit dem Pro-

gramm PAProC33 grobe Vorhersagen über das Prozessierungs-Verhalten des Proteasoms

erstellen. Die Korrelation der Proteasomenschnitte mit den vorhergesagten CTL-Epitopen

für VP22 ist im unteren Teil der Abbildung 3.25 dargestellt.

Aminosäure-Position Aminosäure-Sequenz Wert MHC-Haplotyp (Kurzbezeichnung)

193-201 V A G F N K R V F 23 Maus H-2Db  (Db)

256-264 N E L V N P D V V 22 Maus H-2Db  (Db)

229-238 D E D L N E L L G I 20 Maus H-2Db  (Db)

180-189 T A P P N P D A P W 17 Maus H-2Db  (Db)

193-202 V A G F N K R V F C 17 Maus H-2Db  (Db)

 15-22 P R D E Y E D L 22 Maus H-2Kb  (Kb)

174-181 R K L H F S T A 13 Maus H-2Kb  (Kb)

 59-67 Q Y D E S D Y A L 22 Maus H-2Kd  (Kd)

 23-31 Y Y T P S S G M A 20 Maus H-2Kd  (Kd)

200-208 V F C A A V G R L 18 Maus H-2Kd  (Kd)

 14-22 V P R D E Y E D L 21 Maus H-2Ld  (Ld)

250-258 N L L Q R A N E L 25 Mensch HLA-A*0201 (A2)

235-243 L L G I T T I R V 24 Mensch HLA-A*0201 (A2)

210-218 A M H A R M A A V 23 Mensch HLA-A*0201 (A2)

227-238 R T D E D L N E L 23 Mensch HLA-A*0201 (A2)

237-245 G I T T I R V T V 22 Mensch HLA-A*0201 (A2)

251-259 L L Q R A N E L V 22 Mensch HLA-A*0201 (A2)

258-264 L V N P D V V Q D V 23 Mensch HLA-A*0201 (A2)

Tabelle 3.4: CTL-Epitop-Vorhersagen für VP22 mit dem Programm SYFPEITHI.
                                                
33 Auch das Programm PAProC (Prediction Algorithm for Proteasomal Cleavages, Version 1.0; C. Kuttler, A.K. Nuss-

baum, T.P. Dick, H.-G. Rammensee, H. Schild, K.P. Hadeler, An algorithm for the prediction of proteasomal cleavages,
J. Mol. Biol. 298 (2000), 417-429), das Vorhersagen über Proteasomenschnitte erlaubt, ist im Internet über
http://www.uni-tuebingen.de/uni/kxi/ allgemein zugänglich.



Ergebnisse

131

Vorhersage MHC-Klasse-I Liganden

  1 MTSRRSVKSGPREVPRDEYEDLYYTPSSGMASPDSPPDTSRRGALQTRSR   50

 51 QRGEVRFVQYDESDYALYGGSSSEDDEHPEVPRTRRPVSGAVLSGPGPAR  100

101 APPPPAGSGGAGRTPTTAPRAPRTQRVATKAPAAPAAETTRGRKSAQPES  150

151 AALPDAPASTAPTRSKTPAQGLARKLHFSTAPPNPDAPWTPRVAGFNKRV  200

201 FCAAVGRLAAMHARMAAVQLWDMSRPRTDEDLNELLGITTIRVTVCEGKN  250

251 LLQRANELVNPDVVQDVDAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVE 301

Maus H-2 Kb

Maus H-2 Db deca

Maus H-2 Db nona

Maus H-2 Kd

Maus H-2 Ld

Mensch HLA A2

Kombinierte Vorhersage mit Proteasomenschnitten

MTSRRSVKS|GPREV|PRDEYEDL|Y|YTPSS|GM|ASP|DS|P|PDT|S|RRG|ALQT|RSR

QRGEVR|FV|Q|Y|DES|DYAL|YG|GSSSEDD|EHPEV|PRTRRPVSG|AV|L|S|GPGPAR

AP|PPPAGS|G|G|A|G|R|TPTTAP|RAPRTQRVATKAPAA|PAAE|TTR|G|R|KSAQPES

AA|L|PD|APAS|T|A|PTRSKTPAQ|GL|A|RK|LHFS|TAP|PNPDAPWTP|RV|A|GF|NK|

RVFCAAVGRLAAMHAR|M|AAV|Q|LWDMS|RP|RTD|EDLNELLGITTI|RVT|VCEGKN

LL|QRANELVNPDVV|Q|D|VD|AATAT|R|G|R|SAAS|RPTERPRAPARSA|SRPRRPVE

Zahl der Schnitte : 76

Abbildung 3.25: Lage der potenziellen MHC-I-Epitope von VP22.
oben: vorhergesagte CTL-Epitope aus Tabelle 3.4, geordnet nach Haplotypen
unten: Korrelation der CTL-Epitope mit potenziellen Proteasomenschnitten (senkrechte Striche)
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3.6.2 CTL-Antwort

Zur Untersuchung einer CTL-Antwort im Mausmodell wurden zunächst stabile Zelllinien

definierter Haplotypen hergestellt. Dabei sind MC-57-Zellen syngen zu C57BL/6-Mäusen,

die Haplotyp H-2b besitzen, und C4-Zellen syngen zu BALB/c-Mäusen mit Haplotyp H-2d.

Nach Transfektion der Plasmide pVP22 und pLeer (vergleiche Abbildung 3.3), welche

VP22 als Transgen bzw. kein VP22 bei gleichem Vektor-Rückgrat besitzen, wurden durch

G418-Selektion stabile Klone erzeugt, die im Western-Blot auf VP22-Expression getestet

wurden (nicht gezeigt). Die Immunisierung der Mäuse erfolgte durch i.p.-Injektion der je-

weils syngenen stabilen Zelllinien (s. 2.5.1). Nach 8 Tagen wurde die Milz explantiert und

nach Vereinzelung wurden die erhaltenen Milzzellen in Kultur genommen. Zur Kultivie-

rung der CTLs erfolgte eine Stimulation der Milzzellen durch erneute Präsentation des

Epitops. Dies kann durch Gabe der stabilen VP22-Zelllinie oder, spezifischer, durch Zuga-

be der vorhergesagten Peptide erfolgen. Dazu wurden alle potenziellen 18 MHC-I-

Liganden chemisch mittels Festphasen-Synthese hergestellt und HPLC-gereinigt. Fünf Ta-

ge nach dem Stimulus wurde die Stärke und Spezifität der CTL-Antwort im Cr-release-

Assay getestet (s. 2.5.2). Dabei werden Ziel-Zellen, die mit 51Cr vorinkubiert sind, mit sti-

mulierten Milz-Effektor-Zellen gemischt. Wirken die stimulierten Milzzellen cytotoxisch,

wird das intrazelluläre radioaktive 51Cr durch die Lyse der Zellen freigesetzt und kann im

ß-Zähler quantifiziert werden.

Abbildung 3.26 zeigt exemplarisch das Ergebnis des CTL-Assays nach Immunisie-

rung mit der stabilen Zelllinie MC-57-VP22, die zu C57BL/6-Mäusen syngen ist. Die Sti-

mulierung der rekultivierten Milzzellen erfolgte wahlweise mit derselben stabilen Zelllinie

MC-57-VP22 oder mit einem Peptid-Mix, der alle 7 vorhergesagten MHC-I-Liganden des

Maus-Haplotyps H-2b enthält. Bei Verwendung von MC-57-Zellen plus Peptid-Mix als

Effektor-Zellen ergab sich nur eine basale Freisetzung von 51Cr, ähnlich der von MC-57-

Kontroll-Zellen ohne Beladung mit Liganden. Dieses Bild ergab sich unabhängig von der

Stimulation der Mauszellen mit stabilen VP22-Transfektanden oder Peptid-Mix (Abbildung

3.26, oben). Im ersten Test (oben links) wurden die stabilen VP22-Transfektanden von

CTLs erkannt, der Peptid-Mix jedoch nicht. Dies bedeutet, dass es CTLs, die gegen VP22

gerichtet sind, geben könnte, das erkannte Epitop jedoch nicht im getesteten Mix vorhanden

ist. Der zweite Test (oben rechts) zeigt, dass die Milzzellen, die mit Peptid-Mix stimuliert

wurden, diesen nicht im CTL-Test erkannten. Wenn VP22-Peptid-spezifische CTLs erzeugt
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worden wären, hätte es genau hier ein positives Ergebnis geben sollen. Jedoch wurden im

Freisetzungs-Test die stabilen Transfektanden MC-57-VP22 erkannt, obwohl diese nicht

zur Stimulation eingesetzt wurden. Für dieses Phänomen fehlt eine schlüssige Erklärung.

Da keine Peptid-stimulierte CTL-Antwort vorlag, wurde die erhöhte Lyse bei Ver-

wendung von MC-57-VP22-Effektor-Zellen als unspezifisch gewertet. Dies wird auch da-

durch unterstützt, dass stabile MC-57-Effektor-Zellen, die nur mit der Vektorkontrolle

pLeer transfiziert worden waren, eine ähnliche Verlaufskurve aufwiesen (Abbildung 3.26,

unten rechts): nach drei Wochen Restimulation mit der stabilen Zelllinie MC-57-VP22

wurden MC-57-VP22 und MC-57-Leer gleich gut in einer erneuten Messung der 51Cr-Frei-

setzung erkannt. Dies bedeutet, dass die vorhandenen CTLs nicht VP22-spezifisch waren.

Die Möglichkeit, dass die gemessenen Killerzellen gegen die Neomycin-Phospho-

transferase gerichtet sind, wurde mit einem weiteren Kontrollexperiment ausgeschlossen.

Die Zelllinie EG-7 ist ebenfalls zu C57BL/6-Mäusen syngen und exprimiert stabil das Neo-

mycin-Resistenz-Gen. Damit ist EG-7 den MC-57-Leer-Zellen vergleichbar, die bei Abwe-

senheit des VP22-Transgens die Neomycin-Resistenz als verbleibende kodierende Sequenz

des stabil transfizierten Vektors besitzen. Nach Re-Stimulation der rekultivierten Milzzel-

len wurden diese im 51Cr-release-Assay nicht erkannt und zeigten nur eine basale Lyse

(Abbildung 3.26, unten rechts). Somit wurden im Maus-Haplotyp H-2b keine Killerzellen

gegen die auf beiden Plasmiden (pVP22, pLeer) vorhandene Neomycin-Phosphotransferase

induziert. Die Schlussfolgerung aus diesen Messungen ist, dass zwar CTLs generiert wur-

den, diese jedoch eine unbekannte Spezifität haben. VP22-spezifische Killerzellen wurden

nicht induziert. Als Positiv-Kontrolle der Funktionalität der CTL-Kulturbedingungen wer-

den zu C57BL/6-Mäusen allogene Zellen der BALB/c-Maus (Haplotyp H-2d) verwendet

(„Allo-Kontrolle“). Diese zeigten bei steigender Menge an Effektor-Zellen erwartungsge-

mäß eine zunehmende CTL-Antwort der stimulierten Milzzellen (Abbildung 3.26, unten:

links).

Analoge Ergebnisse wurden mit stabilen VP22-exprimierenden Zellen des Maus-

Haplotyps H-2d erzielt. C4-VP22-Zellen zeigten nach Immunisierung von BALB/c-Mäusen

im CTL-Assay keine erhöhte Zell-Lyse (nicht gezeigt). Insgesamt wurde somit im Maus-

modell keine spezifische CTL-Immunantwort gegen VP22 detektiert. Zur endgültigen Ab-

klärung der T-Zell-Antwort gegen VP22-Epitope werden derzeit stabile VP22-Zellen des

humanen Haplotyps A2 untersucht.
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Abbildung 3.26: 51Cr-release-Assay nach Immunisierung von C57BL/6-Mäusen.
oben: Stimulation mit MC-57-VP22 (links) bzw. Peptid-Mix vorhergesagter MHC-I-Liganden des
H-2-b-Haplotyps (rechts)
unten: Allo-Kontrolle (links), Re-Stimulation mit MC-57-VP22 sowie zusätzliche Kontrollen als
Effektor-Zellen (rechts)
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4 Diskussion

Beim klinischen Einsatz der gegenwärtig verfügbaren Gentherapie-Vektoren sind die er-

reichten Effizienzen des Gentransfers zu gering, um eine wirksame Expression der über-

tragenen therapeutischen Gene zu erzielen. In der Suizidgen-Behandlung von Krebserkran-

kungen bewirkt der bystander effect zwar eine größere Verbreitung der toxifizierten Sub-

stanzen, jedoch reicht der bisher erzielbare Effekt nicht aus, um solide Tumoren zu elimi-

nieren.

Das Protein VP22 aus Herpes simplex-Virus Typ-I ist auf Grund seiner Fähigkeit,

Proteine aus einer Produzentenzelle in zahlreiche umgebende Nachbarzellen zu transportie-

ren, potenziell in der Lage, die Zahl der Zellen, welche eine systemische verabreichte pro-

drug metabolisieren können, entscheidend zu vergrößern. Bei Verwendung von Fusions-

proteinen, bestehend aus VP22 und dem zu übertragenden Enzym, erreicht man durch

VP22-vermittelten interzellulären Transport auch die Nachbarzellen der ursprünglich trans-

duzierten Zellen. In Zellkulturstudien konnten dabei die angrenzenden 12 Zellschichten,

d.h. bis zu 500 benachbarte Zellen erreicht werden.

Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war es, den unzureichenden Gen-Trans-

fer bei soliden Tumoren durch zusätzlichen interzellulären Protein-Transfer zu kompen-

sieren. Dabei sollte untersucht werden, ob der VP22-vermittelte interzelluläre Proteintrans-

port die Suizidgen-Wirkung der Proteine E. coli CD und HSV-1 TK verbessern kann. Ein

solches Ergebnis wäre von entscheidender Bedeutung für zukünftige Ansätze zur Suizid-

gentherapie von Tumoren.

4.1 VP22-vermittelter spread als allgemeines
biologisches Phänomen

Der interzelluläre Transport von VP22 und davon abgeleiteten Fusionsproteinen war bis-

lang nur für wenige Zelllinien nachgewiesen worden. Daher wurde zunächst geprüft, ob

diese Eigenschaft auch bei anderen Zellen verschiedener Gewebe und Organe beobachtet

werden kann. In diesem Zusammenhang ist ein kürzlich veröffentlichter Bericht von Inter-
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esse, dass VP22-Transport in den Säuger-Zelllinien H1299, A549, COS-1 und COS-7 nicht

nachgewiesen werden konnte (Fang et al. 1998). Als Test-Verfahren kamen hierbei direkte

Detektion von GFP mittels Fluoreszenz-Mikroskopie, Verwendung eines monoklonalen

anti-GFP Antikörpers in der Immunfluoreszenz-Färbung sowie FACS-Analyse und die

Quantifizierung des intertypischen spreads zum Einsatz. Die Autoren dieser Arbeit folger-

ten, dass VP22 nur begrenzte Verwendung als Protein-Transporter in der Gentherapie ha-

ben werde.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde VP22-vermittelter spread erstmals systema-

tisch an 15 häufig verwendeten Säuger-Zelllinien untersucht. Als Modellprotein wurde

VP22-GFP gewählt, da damit die GFP-Fluoreszenz direkt in lebenden Zellen detektiert

werden kann, so dass diese für weitere Untersuchungen zur Verfügung stehen. Insbesonde-

re wurde mit der FACS-Analyse eine Alternative zum arbeitsaufwändigen Nachweis des

VP22-Transports durch histochemische Immunfluoreszenz-Detektion etabliert. Nach Trans-

fektion von Plasmiden, welche ein VP22-GFP-Fusionsprotein exprimierten, wurde in allen

untersuchten Zelllinien ein VP22-vermittelter Transport des Fusionsproteins detektiert (sie-

he Tabelle 3.1). Dieser Nachweis gelang sowohl Fluoreszenz-mikroskopisch als auch durch

direkte Quantifizierung der GFP-Expression im FACS-Gerät. Somit ist spread von VP22-

Fusionsproteinen mittlerweile für insgesamt 21 Säuger-Zelllinien dokumentiert (siehe Ta-

belle 3.3) und scheint weder auf bestimmte Zelltypen noch Spezies beschränkt zu sein.

Möglicherweise haben unterschiedliche experimentelle Bedingungen wie eingesetzte

Zellzahl, Transfektions-Reagenz oder der zur spread-Detektion gewählte Zeitpunkt dazu

geführt, dass Fang et al. in ihren Untersuchungen keinen VP22-Transport nachweisen

konnten.

Bei der Analyse mittels FACS wurden unfixierte, lebende Zellen verwendet und die

direkte GFP-Fluoreszenz quantifiziert. Alle Zelllinien zeigten einen prozentualen Anstieg

an GFP-positiven Zellen beim Vergleich von GFP zu VP22-GFP. Unter den ermittelten

optimalen Transfektions-Bedingungen konnte maximal ein 8,7-fach höherer Anteil an fluo-

reszierenden Zellen nachgewiesen werden. Demgegenüber stehen frühere Studien, die viel

größere Unterschiede nach VP22-Transport berichten (Elliott & O'Hare 1997). So wurden

nach Mikroinjektion von Expressionsplasmiden bis zu 200 Nachbarzellen mit nucleärer

VP22-GFP-Anfärbung gefunden, die eine einzelne VP22-Produzentenzelle mit cytoplas-

matischem VP22-GFP umgaben. Es konnte gezeigt werden, dass Fixierung und Benutzung

von Antikörpern die Sensitivität der Detektion von VP22-GFP-positiven Zellen entschei-
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dend erhöht (Elliott & O'Hare 1999a). Folglich stellt das hier nachgewiesene niedrigere

Verhältnis von VP22-GFP- zu GFP-positiven Zellen primär die niedrigere Sensitivität der

GFP-Detektion in lebenden Zellen dar, die das Fusionsprotein nach interzellulärem Trans-

port aufgenommen haben. Trotz dieser niedrigeren Sensitivität ist die FACS-Analyse der

GFP-Fluoreszenz in lebenden Zellen dazu geeignet, VP22-vermittelten spread zu quantifi-

zieren. Von entscheidender Bedeutung war dabei die Zelllinien-spezifische Optimierung

der Transfektions-Bedingungen. Der interzelluläre Protein-Transport stellt also eine gene-

relle Eigenschaft des VP22-Proteins dar, die zur entscheidenden Verbesserung des thera-

peutischen Gentransfers verwendet werden kann.

4.2 Herstellung viraler VP22-Suizidgen-Vektoren

Um einen möglichst effizienten Gentransfer zu erzielen, wurden rekombinante virale Vek-

torsysteme gewählt. Mit rekombinanten Adenoviren lassen sich sehr hohe Virustiter erzie-

len, während retrovirale Vektoren eine dauerhafte Expression des übertragenen Transgens

ermöglichen, da eine Integration ins Wirtsgenom stattfindet. Zunächst wurden daher retro-

virale und adenovirale Gentransfer-Vektoren, die Expressionskassetten für chimäre Suizid-

gen-VP22-Konstrukte enthielten, hergestellt (Kapitel 3.1).

Die Herstellung rekombinanter Adenoviren erfolgte durch homologe Rekombina-

tion in E. coli. Diese Methode weist gegenüber der ursprünglich beschriebenen Rekombi-

nation in 293-Zellen eine verbesserte Effizienz sowie eine verminderte Gefahr der Verun-

reinigung durch Wildtyp-Viren auf (Chartier et al. 1996). Retrovirale Vektoren auf Basis

des murinen MoMLV-Virus wurden auf herkömmliche Weise mit Hilfe von Verpackungs-

zelllinien erzeugt.

Bei der Expressionskontrolle der adenoviralen Konstrukte im Western-Blot ergab

sich, dass C- und N-terminale Fusionen der Suizidgene CD bzw. TK mit VP22 in den er-

warteten Größen detektiert werden konnten (Abbildungen 3.4 bis 3.7). Die Expression bei

Verwendung des CMV-Promotors war in der Zellkultur deutlich stärker als bei Verwen-

dung des RSV-Promotors, so dass auf die Untersuchung der Fusionskonstrukte unter RSV-

Kontrolle in den VP22-Protein-Transport-Studien verzichtet wurde. Dreifach-Fusionen, die

neben VP22 beide therapeutischen Gene CD und TK enthielten, zeigten im Western-

Nachweis in hohem Maße Abbau-Produkte. Offensichtlich war die gewählte Art der Ver-

knüpfung der drei Polypeptidketten nicht optimal, so dass auch vorzeitig terminierte Frag-



Diskussion

139

mente gebildet wurden. Insgesamt wurden deutlich größere Proteinmengen der Dreifach-

Fusion mit direkter CD-TK-Verknüpfung (CD-∆TK-VP22) als des Vergleichskonstruktes

CD-TK-VP22 gebildet. Letzteres enthielt neben den vollständigen kodierenden Sequenzen

der drei Gene einen flexiblen Linker, bestehend aus 8 Glycin-Resten, der eigentlich eine

unbeeinflusste Faltung der Protein-Untereinheiten ermöglichen soll. Die tatsächliche drei-

dimensionale Faltung chimärer Proteine lässt sich jedoch im Einzelfall nicht vorhersagen,

so dass wie im vorliegenden Fall erst die funktionelle Untersuchung der Konstrukte Klar-

heit verschafft. Das vollständige CD-TK-VP22-Protein (in beiden Versionen) konnte dabei

nur von den Antikörpern anti-CD, anti-VP22 und anti-CMV-ep, nicht aber von TK-Anti-

körpern zufriedenstellend detektiert werden. Insgesamt standen 3 monoklonale TK-

Antikörper, die gegen verschiedene Epitope gerichtet waren, sowie ein polyklonales Anti-

serum zur Verfügung. Zusätzlich konnte auch durch Immunfluoreszenz kein VP22-

vermittelter Transport mittels TK-Antikörper nachgewiesen werden (siehe Abbildung

3.14), während dieser Nachweis mit den anderen Antikörpern gelang. Daher muss vermutet

werden, dass die verfügbaren TK-Antikörper bestimmte Epitope der HSV-1 Thymidin-Ki-

nase im Fusionskonstrukt nicht ausreichend erkennen.

Im Gegensatz zur Expression mittels rekombinanter Adenoviren war die Menge an

hergestelltem Protein bei Verwendung retroviraler Vektoren nicht ausreichend für einen

vergleichenden Nachweis im Western-Blot.

4.3 Immunfluoreszenz-Detektion des VP22-
vermittelten Transports

Der klassische Nachweis des interzellulären Transports von VP22-Fusionsproteinen ist die

indirekte Immunfluoreszenz. Da im Idealfall alle Zellen des auszuwertenden Gesichtsfeldes

VP22-positiv sind, wird die Potenz der VP22-Methodik – besonders beim Vergleich mit

unfusionierten Kontrollen mit herkömmlicher Transfektions-Effizienz – deutlich vor Augen

geführt. Die Auswertung der Immunhistochemie ergab nach Transfektion adenoviraler

Plasmide und Transduktion mit rekombinanten Adenoviren analoge Ergebnisse: das Sui-

zidgen HSV-1 TK zeigt sowohl bei N- als auch C-terminaler Verknüpfung mit VP22 ef-

fektiven Protein-Transport, ausgehend von der primär VP22-exprimierenden Zelle (Abbil-

dungen 3.13 und 3.20). Da Adenoviren in der Zellkultur im Regelfall alle Zielzellen trans-

duzieren, wurde der interzelluläre Transport durch Mischung transduzierter Produzenten-
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zellen mit unbehandelten, nicht-transduzierten, Zellen einer anderen Zelllinie, der soge-

nannten Co-Plattierung, und anschließender Doppelfärbung mit Antikörpern nachgewiesen.

Die zeitliche Abstimmung von Mischung der Zellen nach Transduktion und Detektion

durch Immunfluoreszenz erwies sich als technisch schwierig und gelang dabei nicht in je-

dem Fall, so dass in Einzelfällen mit Hilfe von Co-Plattierungen kein VP22-spread detek-

tiert wurde.

Im Gegensatz zu TK war bei Verwendung von E. coli CD als Transgen die Fusion

CD-VP22 im Plasmidkonstrukt wie auch im adenoviralen Vektor dem Konstrukt mit umge-

kehrter Reihenfolge (VP22-CD) deutlich überlegen. Während CD-VP22 eine deutliche

Steigerung der Transfer-Effizienz bewirkte, wurde mit VP22-CD als Fusionskonstrukt kein

Transport detektiert (Abbildungen 3.15 und 3.19). In der Literatur wurden bisher Fusionen

von VP22 mit GFP (Elliott & O'Hare 1997, Brewis et al. 2000), p53 (Phelan et al. 1998)

und HSV-1 TK (Dilber et al. 1999) beschrieben, die alle nach transienter Transfektion der

Plasmidkonstrukte getestet worden waren. Dabei wurde kein Effizienz-Unterschied zwi-

schen amino- oder carboxy-terminaler Fusion des Transport-Proteins festgestellt. Anderer-

seits ist es – beispielsweise beim Vergleich der Vielzahl der bisher beschriebenen Fusionen

mit GFP – nicht verwunderlich, dass N- oder C-terminale Verknüpfungen von Protein-Do-

mänen, die sich jeweils chemisch unterschiedlich verhalten, die Faltung des Gesamtpeptids

deutlich beeinträchtigen können. Im Regelfall muss empirisch getestet werden, bei welcher

Fusion die Funktionalität der eingesetzten Proteine erhalten bleibt. Dies ist auch für die hier

untersuchten VP22-Fusionen gültig.

Die zur Verfügung stehendenden vier Antikörper, die gegen HSV-1 TK gerichtet

waren, erwiesen sich in keinem Fall in der Lage, VP22-vermittelten spread zu detektieren.

In einer Doppelfärbung mit anti-VP22 konnte nachgewiesen werden, dass die Spezifität

dieser Antikörper nur zum Nachweis der primär transfizierten Zelle ausreicht, nicht aber

zur Anfärbung der ebenfalls TK-VP22-positiven Nachbarzellen (Abbildung 3.14). Der Me-

chanismus dieser selektiven Epitop-Erkennung der eingesetzten Antikörper bleibt unklar.

Vermutlich werden bei der Faltung des chimären Proteins die von den Antikörpern er-

kannten Epitope maskiert. Gegen diese Annahme spricht jedoch, dass das (nicht Epitop-

spezifische) polyklonale TK-Antiserum ebenfalls keinen VP22-Transport detektieren kann.

Bei der Untersuchung der Dreifach-Fusionen der Suizidgene mit VP22 gelang der

Nachweis des Protein-Transports nicht in jedem Fall. Nach Transfektion adenoviraler

Plasmide konnte mit Hilfe des polyklonalen CD-Antiserums kein oder nur schwacher
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VP22-spread nachgewiesen werden, während anti-VP22 und anti-CMV-ep stark positive

Nachweise liefern (Abbildung 3.16). Da CD am amino-terminalen Ende der Dreifach-

Fusion liegt, kann spekuliert werden, ob eine Deletion des chimären Proteins vorliegt. An-

dererseits ist jedoch anzunehmen, dass bei positiver Anfärbung des C-terminalen CMV-

Epitops die Synthese der Polypeptidkette in voller Länge stattgefunden hat (Phelan et al.

1998). Die verkürzte Fusion der Suizidgene CD-∆TK-VP22, bei der 8 aa deletiert wurden,

scheint nach Plasmid-Transfektion wie auch adenoviraler Transduktion besser transportiert

zu werden als die Alternativ-Version mit Glycin-Linker CD-TK-VP22 (siehe Abbildungen

3.16 und 3.21). In der Literatur werden flexible und chemisch inerte Linker zur optimalen

Verknüpfung chimärer Proteine empfohlen (Curtis et al. 1991; Rogulski et al. 1997), so

dass dieses Ergebnis zunächst überraschend scheint. Da generelle Voraussagen nicht ge-

macht werden können und dies der erste Vergleich der beiden CD-TK-Verknüpfungen ist,

wird gefolgert, dass auf die funktionelle Untersuchung chimärer Proteine nicht verzichtet

werden kann. Wie schon bei den Doppel-Fusionen gestaltete sich auch hier die technische

Ausführung der Co-Plattierungen zum Nachweis des VP22-spread als schwierig. Insgesamt

erwies sich der interzelluläre Transport der Suizidgene in Dreifach-Fusionen als schwächer

ausgeprägt und weniger oft detektierbar als bei Einfach- oder Doppel-Konstrukten. Deshalb

wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit auf die Quantifizierung des Einflusses von

VP22 bei Dreifach-Fusionen im cytotoxischen SRB-Assay verzichtet.

Im Gegensatz zu adenoviralen Plasmiden und rekombinanten Adenoviren konnte

bei Verwendung retroviraler Vektoren kein VP22-vermittelter Transport nachgewiesen

werden (Abbildung 3.17). Eine mögliche Erklärung dafür ist die unterschiedliche Stärke

des CMV-Promotors (durchgehend bei den adenoviralen Konstrukten zur Expression ein-

gesetzt) verglichen mit schwächeren retroviralen LTR-Promotoren. Die Konstrukte in der

vorliegenden Arbeit beruhen auf dem Basisvektor pLXSN (Miller & Rosman 1989), bei

dem eine Expression unter LTR-Kontrolle erfolgt. Andere retrovirale Konstrukte erlauben

dagegen auch eine Expression des Transgens mit Hilfe alternativer Promotoren. Dies wurde

jedoch im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht. Darüber hinaus

sind die erreichten retroviralen Titer nach transienter Transfektion der Verpackungszelllinie

zum einen stark schwankend, zum anderen einige Log-Stufen niedriger als bei Verwendung

rekombinanter Adenoviren. Als Folge kann die Transduktion der Zielzellen nur mit gerin-
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gerer Viruszahl pro Zielzelle (MOI: multiplicity of infection) untersucht werden. Während

adenovirale Vektoren ohne Mühe bis zu einer MOI von 1000 eingesetzt werden können,

erreicht man auf Grund der deutlich niedriger liegenden Ausgangskonzentrationen der re-

troviralen Überstände nur in Ausnahmefällen eine MOI von 10. Derzeit werden stabile re-

trovirale Produzenten-Zelllinien hergestellt, die ständig rekombinante Viruspartikel ins

Kulturmedium sezernieren. Durch Selektion hochtitriger Klone soll gewährleistet werden,

dass in weiteren Untersuchungen auch das VP22-Transportverhalten rekombinanter Retro-

viren bei höherer MOI untersucht werden kann.

4.4 Quantifizierung des Suizidgen-Effektes

Nach eingehender Charakterisierung und dem immunhistochemischen Nachweis, dass die

VP22-Transport-Eigenschaft auch bei Verwendung von viralen Vektoren erhalten bleibt,

wurde der eigentliche Nachweis einer potenziell verbesserten Wirksamkeit der Suizidgene

in Zelltod-Assays erbracht. Die Quantifizierung des Effektes erfolgte durch den Protein-

Farbstoff Sulforhodamin B (SRB). Dabei war die Menge der abgetöteten Tumorzellen nach

Transduktion mit Ad-CD-VP22 im Vergleich zu Ad-CD signifikant erhöht (siehe Abbil-

dung 3.23). Die notwendige Wirkkonzentration der prodrug 5-FC zur Eliminierung von

50% der Zellen (IC50) konnte dabei um fast eine Log-Stufe auf 0,45 mM erniedrigt werden.

Dies ist im Hinblick auf einen in vivo-Einsatz von großer Bedeutung, da hohe Konzentra-

tionen an 5-FC durch die Bakterien der Darmflora in 5-FU umgewandelt werden und so

prinzipiell eine systemische Toxizität bewirken können (Diasio et al. 1978). Während bei

der höchsten verwendeten Konzentration der prodrug nach 6 Tagen Inkubation ähnliche

Überlebensraten erreicht wurden, zeigt sich die verbesserte Wirkung der VP22-Fusion deut-

lich beim Einsatz suboptimaler Wirkkonzentrationen: die CD-VP22-Chimäre wirkt schnel-

ler (4 vs. 6 Tage) und bei niedrigeren prodrug-Spiegeln als herkömmliches CD ohne Fusi-

onspartner. Im Gegensatz zu Ad-CD-VP22 wurde in den Vorversuchen mit Ad-VP22-CD

kein VP22-vermittelter Protein-Transport nachgewiesen und folglich auch im Cytotoxizi-

täts-Test keine Verbesserung der Suizidgenwirkung gemessen.

Anders verhält es sich beim Einsatz von Fusionsproteinen, bestehend aus TK und

VP22, bei Verwendung adenoviraler Vektoren. Sowohl bei amino- als auch carboxy-

terminaler Verknüpfung wurde ein spread des chimären Proteins durch Immunfluoreszenz

nachgewiesen. Im SRB-Assay zeigte sich jedoch keine Veränderung der Suizidgen-
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Wirkung verglichen mit Ad-TK (siehe Abbildung 3.23). Dieses überraschende Ergebnis

lässt sich wie folgt diskutieren: (1) entweder gelang der Nachweis verbesserter Wirksam-

keit aus methodischen Schwierigkeiten nicht oder (2) die TK-Wirkung selbst kann durch

diese Methode nicht verbessert werden, d.h. Fusionen aus VP22 und TK sind prinzipiell

nicht wirksamer als TK alleine. Mögliche methodische Unwägbarkeiten sind zum einen die

Verwendung adenoviraler Vektoren, zum anderen die Tatsache, dass der Nachweis des

VP22-Transports in der Co-Plattierung nicht in jedem Fall gelingt. Möglicherweise findet

VP22-vermittelter Protein-Transport nach Expression mittels rekombinanter Adenoviren

nur unter bestimmten Transduktionsbedingungen statt. Gegen diese Vermutung spricht,

dass Adenoviren mit CD-VP22 als Transgen unter gleichen Bedingungen die positiven Er-

gebnisse der Immunfluoreszenz im Zelltod-Assay bestätigten. Da ein Transport auch mit

chimären TK-Fusionen fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen wurde, wird grundsätzlich

von der Funktionalität des VP22-Transports wie auch der adenoviralen Vektoren selbst aus-

gegangen. Andererseits kann die Kinase-Aktivität der TK durch Ausbildung der Fusionen

beeinträchtigt worden sein. Das würde bedeuten, dass ein Transport zwar stattfindet, die

Phosphorylierung der prodrug GCV jedoch gestört ist. Zwei Gründe sprechen gegen diese

Annahme. Einerseits geht die Suizidgen-Wirkung der TK-VP22-Fusionen nicht auf Null

zurück, sondern verbleibt auf dem Niveau der nicht fusionierten Version. Das aktive Zen-

trum der TK scheint also nicht komplett inhibiert zu sein. Zweitens wurde bereits in frühe-

ren Studien durch 3H-Thymidin-Konversions-Tests demonstriert, dass die Kinase-Funktion

des Enzyms TK nach Fusion mit VP22 unbeeinflusst bleibt (Dilber et al. 1999). Mögli-

cherweise resultieren die unterschiedlichen Methoden zum Nachweis des Zelltodes jedoch

in verschiedenen Ergebnissen, da jeweils andere Parameter gemessen werden: während

Enzym-Tests nur die Aktivität der Kinase-Funktion detektieren, quantifizieren Zelltod-

Assays wie SRB- oder MTT-Tests die tatsächliche Suizid-Wirkung auf Zielzellen. Zudem

wurde in bisherigen Veröffentlichungen der VP22-Transport nur auf Plasmidebene unter-

sucht, während hier erstmals virale Vektoren zur Expression der Fusionen verwendet wur-

den.

Ein weiterer Grund für das Ausbleiben einer erhöhten Zelltod-Wirkung der VP22-

Fusionen mit HSV-1 TK kann in der intrazellulären Lokalisation des Enzyms liegen. Nach

VP22-vermitteltem Transport liegt TK in den Nachbarzellen der primär transduzierten

Zelle ausschließlich in nukleärer Form vor. Bisher ist nicht abschließend geklärt, ob TK im

Kern oder im Cytoplasma vorliegen muss, um seine Enzym-Wirkung zu entfalten. In der
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vorliegenden Arbeit findet sich unfusioniertes TK nach Transfektion und Transduktion in

beiden Haupt-Kompartimenten der Zelle, wobei die Anfärbung des Kerns intensiver aus-

fällt (siehe Abbildungen 3.13, 3.14 und 3.20). Andere Studien gehen von einer ausschließ-

lichen nukleären Lokalisation der HSV-1 TK aus, wobei allerdings nur die direkte Fluores-

zenz von TK-GFP-Fusionen detektiert wurde (Degreve et al. 1998). Die Autoren betonen

jedoch, dass es keine Anzeichen für eine Aufteilung der dNTPs in Kern und Cytoplasma

gibt, die cytostatische Aktivität von TK folglich vom Zell-Kompartiment unabhängig sein

sollte.

Da nach VP22-Transport in die Nachbarzellen nukleäres TK in der Immunfluores-

zenz deutlich schwächer als in der primär VP22-exprimierenden Zelle angefärbt wird, stellt

sich schließlich die Frage, in welchem Ausmaß die Menge der transportierten TK mit der

Anzahl der TK-Moleküle in der transduzierten Zelle korreliert. Nach einer Co-Plattierung

könnten beispielsweise die zur Visualisierung des TK-Austransports gemischten Zellpopu-

lationen wieder durch FACS-Sortierung getrennt werden, so dass die TK-Aktivität einzeln

erfasst wird. Sollte die Menge des durch spread verbreiteten Enzyms deutlich unter den

Erwartungen liegen, kann dies ein Grund für das Ausbleiben einer additiven Zelltod-

Wirkung der VP22-Fusionen sein. Im Vergleich mit dem Ad-CD-VP22-System scheint

diese Erklärung wiederum fraglich zu sein. Insgesamt konnte bislang kein Erklärungsver-

such für die fehlende Potenzierung der Suizidgen-Wirkung durch chimäre Proteine aus

VP22 und TK bewiesen werden.

4.5 Immunreaktion auf VP22

Hauptnachteil bei Verwendung adenoviraler Vektoren der ersten Generation in vivo ist das

Auftreten der zellulären Immunantwort, die gegen die auf niedrigem Niveau exprimierten

adenoviralen Genprodukte in den infizierten Zellen gerichtet ist, und zur Elimination dieser

Zellen führt. In der Suizidgentherapie wird dieser Nachteil prinzipiell zum Vorteil, da zu-

sätzlich zum Suizidgen-Effekt eine Immunsystem-vermittelte Zerstörung der Tumorzellen

erreicht wird. Bislang überwiegt jedoch die toxische Wirkung der rekombinanten Adenovi-

ren, insbesondere nach Transduktion der Leber als Zielorgan, so dass die therapeutischen

Gene keine relevanten Wirkspiegel erzielen (Brand et al. 1997). Darüber hinaus wird auch

eine Reaktion der cytotoxischen T-Lymphocyten (CTL) gegen die heterologen Transgene

beobachtet: bei Verwendung von Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT), ß-Galactosi-
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dase (ß-Gal) oder Cytosin-Desaminase (CD) aus E. coli, GFP aus der Qualle Aequorea

victoria oder humanem Factor IX (hFIX) sowie Thrombopoetin (hTPO), wurde nach intra-

venöser Gabe in immun-kompetente Mäuse eine CTL-Antwort beschrieben (Song et al.

1997; Michou et al. 1997). Im Falle des interzellulären Transportproteins VP22 konnte da-

gegen im hier durchgeführten 51Cr-release-Assay keine erhöhte CTL-Aktivität gefunden

werden. Nach i.p.-Gabe VP22-exprimierender Zellen in C57BL/6- oder BALB/c-Mäuse,

Ernte der Milzzellen nach 8 Tagen und Re-Stimulation mit VP22-Epitopen (auch mittels

Datenbank-Analyse ausgewählte synthetische Kandidaten-Peptide), wurden keine MHC-I-

Ligand-stimulierten Killerzellen detektiert (s. 3.6.2). Somit scheint VP22 keine spezifische

zelluläre Immunantwort auszulösen. Dieses Ergebnis ist für den klinischen Einsatz von

VP22-Fusionen in der Gentherapie von großer Bedeutung.

4.6 Vergleich von VP22 mit anderen Protein-
Transportern

Neben VP22 aus Herpes simplex-Virus Typ-1 wurden in der Literatur auch andere (Poly)-

Peptide beschrieben, die als Protein-Transporter fungieren können. Im Folgenden werden

dabei die unterschiedlichen Mechanismen und Einsatzgebiete genauer diskutiert. Die

Transport-Funktion von Membran-Translokations-Proteinen wie HIV-1 Tat-PTD, Droso-

phila pAntp (Penetratin), synthetischem Transportan und HBV-TLM lässt sich jeweils auf

definierte Peptid-Abschnitte, die nur 11 bis 27 aa groß sind, einschränken. Für das Struk-

turprotein VP22 wurde bislang kein entsprechendes spezifisches Motiv nachgewiesen. Die

Deletion der C-terminalen 134 aa bewirkt eine Aufhebung der Transport-Fähigkeit, ein

funktioneller Transport chimärer Proteine ist bisher nur unter Verwendung der vollständi-

gen Polypeptidkette möglich.

Die kürzeren Motive der zellpermeablen Peptide bilden hydrophobe oder amphi-

phile α-Helices, die kurzlebige Poren in der Plasmamembran bilden können. Prinzipiell

können diese Oligo-Peptide auch verknüpfte Proteine durch die Membranen translozieren.

Für das HBV-TLM wurde beispielsweise ein umfassender Transport von Peptiden, Protei-

nen, Partikeln und Nukleinsäuren postuliert (Saher & Hildt 1999). Dabei wurde hauptsäch-

lich mit Wildtyp-PreS2-Protein-GFP-Fusionen gearbeitet, der Transport mit der verkürzten

Peptidform ist nur für Einzelfälle beschrieben (Oess & Hildt 2000). Ebenso wurde der

Nachweis, dass Transport im Tiermodell von Maus, Ratte und Kaninchen über mehrere
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Zellschichten hinweg möglich ist, nur mit unfusioniertem Wildtyp-PreS2-Protein erbracht

(Saher & Hildt 1999).

Die in der Literatur beschriebenen Studien des Protein-Transports mit Hilfe von

zellpermeablen Peptiden benutzen dabei ausschließlich bakteriell exprimierte, aufgereinigte

und chemisch verknüpfte Peptid-Protein-Komplexe (Schwarze et al. 1999; Hildt & Oess

1999; Pooga et al. 1998; Schutze et al. 1996). Damit gelingt – auch in vivo – sehr effektiv

die Transduktion der Zellmembran. In keiner dieser Veröffentlichungen wurde bisher je-

doch eine Untersuchung mit Hilfe von Expressions-Plasmiden oder viralen Vektoren, wie

hier in der vorliegenden Arbeit für VP22 detailliert belegt, beschrieben. Obwohl bei Ver-

wendung rekombinanter Viren als Genfähren die Barriere der Zellmembran durch Trans-

duktion zusätzlich überwunden werden muss, können die genetisch zu korrigierenden Zel-

len zielgenauer erreicht werden. Durch Rezeptor-Targeting und transkriptionelle Kontrolle

kann sogar eine Feinregulation der Expression erfolgen. Der Austransport von VP22-

Fusionsproteinen ist als Gradienten-Effekt lokal begrenzt. Die Gabe aufgereinigter chimä-

rer Protein-Konstrukte mit Peptid-Transport-Funktion ist dagegen prinzipiell nur durch lo-

kale Applikation steuerbar. So wurde eine PTD-ß-Gal-Fusion nach intraperitonealer Injek-

tion in allen Geweben behandelter Mäuse (dabei u.a. auch im Gehirn) nachgewiesen

(Schwarze et al. 1999).

Neben der grundsätzlichen Verfügbarkeit von VP22-Fusionen in Vektorsystemen ist

zum zweiten eine nachfolgende aktive Sekretion nur für VP22 nachgewiesen. Demgegen-

über wurden zellpermeable Peptide bislang hauptsächlich zum Eintransport von hydrophi-

len Makromolekülen wie Peptide und Oligonukletide beschrieben. So konnten in der Anti-

sense-Strategie verwendete PNAs (peptide nucleic acids), bei denen das Zucker-Phosphat-

Rückgrat der DNA durch das stabilere neutrale Peptid-Gerüst ersetzt ist, mittels Disulfid-

brücken-Verknüpfung durch Einsatz des Transportan-Shuttles bereits erfolgreich in vivo

therapeutisch eingesetzt werden (Pooga et al. 1998).

Untersuchungen zum Mechanismus des Zelleintransports durch Peptide mit amphi-

patischen dimerisierenden Helices (Transportan, Penetratin, TLM) oder kationischen Unter-

einheiten (Tat: 6 Arginin-, 2 Lysin-, 1 Glutamin-Rest) erhielten vor kurzem eine neue Fa-

cette: Wender und Kollegen konnten nachweisen, dass ein Oligo-Arginin-Tag, bestehend

aus 9 Arginin-, nicht aber aus Ornithin-, Leucin- oder Glutamat-Resten hocheffizient für

die Zelllinien-unabhängige Internalisierung von Cyclosporin und Taxol sorgt (Service

2000). Da nur Arginin – im Gegensatz zu den anderen getesten Aminosäuren – in der Lage
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ist, Wasserstoffbrücken zu bilden, wird spekuliert, dass hierin die Erklärung des gefunde-

nen raschen Membrantransports liegt.

Insgesamt ist die Wirkungsweise von VP22 vielfältiger und nicht auf den Eintrans-

port von hydrophilen Makromolekülen beschränkt. Neben dieser Verwendung als Peptid-

Vektor kann mit Hilfe von VP22-Fusions-Proteinen die niedrige Transduktionsrate genthe-

rapeutischer Vektoren in vivo potenziell entscheidend verbessert werden, indem das thera-

peutische Protein mittels VP22 in die per Transduktion direkt nicht erreichten Nachbarzel-

len transportiert werden kann. Für den therapeutischen Effekt ist es nicht entscheidend, dass

alle Zellen eines zu behandelnden Organs genetisch korrigiert werden, sondern das thera-

peutische Protein als Genprodukt möglichst viele Zielzellen erreicht.

4.7 Mechanismus des VP22-Protein-Transports

Der genaue Mechanismus des VP22 spreads ist noch weitgehend unklar. Im Gegensatz zu

den in 4.6 diskutierten Membran-Translokations-Proteinen sind bislang für VP22 keine

spezifischen Transport-Motive nachgewiesen. Lediglich Einzelaspekte konnten bislang

geklärt werden. So wurden die unterschiedlichen subzellulären Lokalisationen einer VP22-

exprimierenden Zelle mittels time lapse-Fluoreszenz-Mikroskopie34 im Detail untersucht

(Elliott & O'Hare 2000). Bei Beobachtung von lebenden Zellen reicht die Fluoreszenzinten-

sität von GFP nicht aus, um Zellen darzustellen, die VP22 durch interzellulären spread auf-

genommen haben (vergleiche auch Kapitel 3.3). Die Detektion dieser Zellen wird nur durch

Antikörper-Verstärkung möglich. Folglich kann die Live-Betrachtung lebender Zellen im

Kulturmedium nur die initial VP22-exprimierenden Produzentenzellen, nicht aber die be-

nachbarten Zellen analysieren. Nach Transfektion eines GFP-VP22-Fusionskonstruktes,

wurden die klassischen cytoplasmatischen und nukleären Färbemuster gefunden. Dabei

stellten die Autoren überraschenderweise fest, dass die Bindung von VP22 an Mikrotubuli,

die sich als bekannte cytoplasmatisch-filamentöse Anfärbung manifestiert, eine nachfol-

gende Zellteilung verhindert. Dieses Phänomen der Mitose-Inhibition durch verstärkte Mi-

krotubuli-Bindung ist auch von anderen Mikrotubuli-bindenden Proteinen bekannt (Lee &

Brandt 1992).

                                                
34 Animationen aller time lapse-Aufnahmen sind als Quicktime-Video im Internet unter

http://www.mcri.ac.uk/VirusAssembly/timelapse.html einsehbar.
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Zellen, die eine Mitose durchlaufen, zeigen dagegen ca. 16 h nach der Transfektion

zunächst eine diffuse cytoplasmatische Lokalisierung von GFP-VP22. Im Anschluss erfolgt

eine Bindung an die kondensierten Chromosomen, so dass die einzelnen Stufen der Zelltei-

lung live mitverfolgt werden können. Als Resultat erscheinen zwei Tochterzellen mit aus-

schließlich nukleärer Anfärbung (siehe Abbildung 4.1). Eine weitere Umverteilung findet

nicht statt. Die Translokation des „löslichen“ VP22 vom Cytoplasma in den Nukleus wäh-

rend der Mitose ist somit Zellzyklus-gesteuert und erscheint als neuer, ungewöhnlicher

Weg des gerichteten Kerneintransports eines Proteins. Zugleich ergibt sich eine Analogie

der Zellzyklus-abhängigen Lokalisation in den verschiedenen Kompartimenten mit dem

zelleigenen Protein Cyclin B1 (Pines & Hunter 1991). Während Elliott und O'Hare das

Vorhandensein eines klassischen Kernlokalisationssignals ausschließen und die Zellzyklus-

regulierte Translokation postulieren, sehen andere in der großen Anzahl basischer Ami-

nosäuren (Fang et al. 1998) oder Motiven an Position 82 und 295 von VP22, welche durch

PROSITE II- oder MotifFinder-Datenbanksuche35 detektiert wurden (Harms et al. 2000),

sehr wohl klassische Kerneintransport-Signale vorhanden.

Zusätzlich zeigen Elliott und O'Hare in derselben Studie (Elliott & O'Hare 2000),

dass interzellulärer spread von VP22 nicht nur nach transienter Transfektion, sondern auch

während der Infektion mit Herpes simplex-Viren stattfindet. Diese Beobachtung ist stark

von der verwendeten Viruszahl pro Zelle (MOI) abhängig, was frühere Publikationen mit

abweichenden Ergebnissen teilweise zu erklären vermag (Pomeranz & Blaho 1999; Elliott

& O'Hare 1999a; Morrison et al. 1998). Die Mitose-induzierte Translokation von VP22 in

den Zellkern kann nur bei Verwendung von niedrigen MOIs (unter 0,01) detektiert werden,

während Infektionen mit hoher Viruszahl dazu führen, dass der vollständige Zyklus der

Virusreplikation bereits vor dem Eintritt in die Zellteilung beendet ist. Das Resultat ist die

üblicherweise beobachtete cytoplasmatische Lokalisation von GFP-VP22 während des Le-

benszyklus von HSV-1 (Elliott & O'Hare 1999b). Aus den durch die Live-Betrachtung ge-

wonnenen subzellulären Färbemustern der VP22-exprimierenden Zellen schließen Elliott

und O'Hare auf verschiedene Wege des Proteintransports nach Infektion und Transfektion

(Abbildung 4.1). Zusätzlich ist festzustellen, dass auch nach Transduktion mit rekombinan-

ten Adenoviren die oben beschriebenen distinkten Färbemuster des VP22-Transports resul-

                                                
35Mit Hilfe der Datenbanken PROSITE II und MotifFinder (zugänglich über die WWW-Server PSORT, Programm

PSORT II: http.//psort.nibb.ac.jp:8800/  bzw. GenomeNet, Programm MOTIF: http://www.genome.ad.jp/) können Kon-
sensus-Sequenzen des subzellulären zielgerichteten Proteintransports ermittelt werden.



Diskussion

149

tieren (Abbildungen 3.18 bis 3.21). Schlüssige Erklärungen dafür existieren bislang nicht.

Nach Infektion mit HSV werden mindestens 4 zusätzliche Phasen der VP22-Anfärbung

unterschieden (Elliott & O'Hare 1999b). Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Färbe-

muster nach Transfektion von VP22-GFP (Abbildung 3.12) werden somit hauptsächlich als

Darstellung der Einzel-Phasen der Mitose interpretiert. Weiterführende Erklärungen für

davon abweichende Muster wären spekulativ.

Abbildung 4.1: VP22-Färbemuster nach Transfektion und HSV-Infektion.
Erläuterung siehe Text; aus: Elliott & O'Hare, 1999b

Zwischenzeitlich wurde VP22-vermittelter interzellulärer Proteintransport auch beim Ana-

logon des bovinen Herpes-Virus Typ-1 gefunden (Harms et al. 2000). Während ein YFP-

VP22-Fusionskonstrukt im Wesentlichen ähnliche subzelluläre Färbemuster ergab, scheint

die Effizienz des Austransports in die Nachbarzellen noch ausgeprägter als bei HSV-1

VP22 zu sein. Die Autoren folgern, dass bovines VP22 als Transportvehikel für die Suizid-

gentherapie ebenfalls geeignet sein könnte. Die nur geringe Sequenz-Homologie auf Ami-
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nosäurebasis von 28,7% der beiden VP22-Analoga (258 vs. 301 aa Gesamtlänge) weist da-

rauf hin, dass gemeinsame Charakteristika, wie die Zellzyklus-abhängige Bindung an Mi-

krotubuli oder Chromatin, sowie die Fähigkeit des nicht-klassischen interzellulären Protein-

Transports, eher in der dreidimensionalen Struktur von VP22-Proteinen begründet liegt.

Erste Studien der räumlichen Struktur von VP22 ergaben jedoch noch kein klares Bild der

vorliegenden Konformation (Kueltzo et al. 2000).

Während in der vorliegenden Arbeit die Verbesserung der Suizidgenwirkung der E.

coli CD quantifiziert und als signifikant nachgewiesen wurde, wird die Transport-Leistung

von VP22 in einzelnen Studien negiert und als Artefakt bezeichnet. Es wurde unter ande-

rem postuliert, dass VP22 nach einer Fixierung durch Methanol aus den infizierten Zellen

durch die Zerstörung der Zellmembran austrete und in die Nuclei der Nachbarzellen aufge-

nommen werde, während dieser Effekt nach einer Paraformaldehyd-Fixierung nicht auftrete

(Pomeranz & Blaho 1999). Es wird gefolgert, dass nach Methanol-Fixierung Artefakte

auftreten, die einen VP22-vermittelten Proteintransport vortäuschen (Harms et al. 2000),

was von den Entdeckern des VP22-Transportphänomens mit einer eigenen Studie bestritten

wird (Brewis et al. 2000). Insbesondere besteht Uneinigkeit darüber, ob in Nachbarzellen

eintransportiertes VP22 durch einfache GFP-Fluoreszenz in unfixierten Zellen (ohne Ver-

stärkung durch Verwendung von Antikörpern) überhaupt detektiert werden kann. Während

Fang und Kollegen das interzelluläre Transportphänomen selbst bei Verwendung eines

GFP-Antikörpers generell in Frage stellen (Fang et al. 1998), wird dies in mehreren nach-

folgenden Arbeiten – wie auch in der hier vorliegenden Dissertations – explizit widerlegt.

Doch wird festgestellt, dass eine Beobachtung der foci des VP22-Transports in lebenden

Zellen im Kulturmedium (!) nicht möglich ist (Elliott & O'-Hare 2000; Aints et al. 1999;

Elliott & O'Hare 1999b). Dagegen wird in der Vergleichsstudie von bovinem und HSV-1

VP22-Protein mit yellow fluorescent protein (YFP) eine Mutante von GFP verwendet, die

als sensitiver beschrieben wird und so erstmals eine Detektion des VP22-Transports im

Medium erlaube (Harms et al. 2000).
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4.8 Weiterführende Suizidgen-Strategien

4.8.1 Verbesserte Versionen der HSV-1 TK

Obwohl GCV als prodrug bereits in klinischen Studien mit HSV-1 Thymidin-Kinase als

Suizidgen eingesetzt wird, sind bei den zur Anti-Tumor-Wirkung verwendeten Dosierun-

gen von GCV immun-supprimierende Nebenwirkungen zu verzeichnen. Bei Verwendung

mutierter Versionen der TK mit erhöhter Spezifität für GCV kann theoretisch durch Ver-

minderung der Dosierung diese prodrug-vermittelte Toxizität vermieden werden. Black et

al. (1996) selektierten aus einer PCR-generierten Bibliothek neue TK-Mutanten, die eine

verbesserte Cytotoxizität bei niedrigen GCV-Konzentrationen aufweisen. Durch Substituti-

on von 6 Aminosäuren in der Region der Nucleosid-Bindungstasche konnten IC50-Werte im

nanomolaren Bereich erzielt werden, so dass jetzt zur Abtötung von 50% der Zellen bereits

eine 2 Log-Stufen niedrigere Konzentrationen der prodrug ausreicht (Wildtyp-TK: 30 µM;

TK-mut 30: 0,025 µM). Auch im in vivo-Modell des Glioblastoms war es in Nacktmaus-

Versuchen möglich, eine 10-fach geringere Dosis zur Verhinderung des Tumorwachstums

einzusetzen (Kokoris et al. 1999). Nach Transduktion von humanen Tumor-Zelllinien mit

retroviralen Vektoren wurde bei TK-mut 30 sowohl eine bis zu 500-fach bessere Effizienz

des GCV-vermittelten Zelltodes gegenüber Wildtyp-TK, als auch ein potenzierter bystan-

der effect gefunden (Qiao et al. 2000). Die TK-Mutante 75, welche nach Transfektion in

TK--Zellen eine deutlich höhere GCV-Sensitivität als Wildtyp-TK aufwies (Black et al.

1996; Dilber et al. 1999), zeigte dagegen keine generelle Wirkungsverstärkung. Zusätzlich

fand sich bei einem Vergleich von Thymidin-Kinasen verschiedener Herpes-Viren eine bis

12-fach bessere Suizidgen-Wirkung der TK aus equinem Herpes-Virus Typ-4 gegenüber

Herpes simplex Virus Typ-1 (Loubiere et al. 1999).

Deletierte Versionen der HSV-1 TK scheinen dagegen toxische Wirkungen abzu-

mildern. Durch Injektion adenoviraler Vektoren der ersten Generation wurden bekannter-

maßen schwere Gewebeschädigungen wie Lebertoxizität und eine starke Verringerung der

Überlebenszeit beobachtet (Brand et al. 1997). Bei der Behandlung von Gehirntumoren in

Lewis-Ratten führte eine einzelne Dosis von Ad-TK zu einer chronischen inflammatori-

schen Reaktion, Nekrose und Demyelinisierung der nicht-tumoralen Zellen, die länger als 3

Monate andauerte (Dewey et al. 1999). Neben der Immunreaktion gegen den Adenovirus-

Vektor wurde die auftretende Neurotoxizität auch auf das TK-Transgen zurückgeführt.
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Verwendet man eine trunkierte Version der Thymidin-Kinase, bei der nach Deletion der N-

terminalen 45 aa die Transkription am zweiten ATG-Startcodon beginnt (Salomon et al.

1995), können die degenerativen Effekte vermieden werden, wobei ∆TK gleichzeitig das

Tumorwachstum in vivo genauso effizient wie Wildtyp-TK zu hemmen vermag (Dewey et

al. 1999, Cowsill et al. 2000).

4.8.2 Wirkungsverstärkung der CD-Suizidgen-Strategie

Trotz der prinzipiell großen Potenz des CD/5-FC-Systems in vitro, zeigten die bisherigen

Tierstudien eine enttäuschend geringe Effizienz (Trinh et al. 1995; Huber et al. 1993). Dies

wird zum einen auf eine mangelnde Umwandlung der prodrug, zum anderen auf das Vor-

handensein eines intakten Immunsystems zurückgeführt (Consalvo et al. 1995; Mullen et

al. 1994). Andererseits konnte im Vergleich von immun-kompetenten BALB/c-Mäusen mit

Nacktmäusen nachgewiesen werden, dass nur bei vorhandener Immunabwehr ein signifi-

kanter Rückgang der subcutanen Hepatome stattfand (Kuriyama et al. 1999; Uckert et al.

1998). Es wird gefolgert, dass die Suizidgen-Wirkung der Cytosin-Desaminase und der

bystander effect alleine bei den meisten in vivo-Tumormodellen nicht wirksam sind. Beides

muss durch den zusätzlichen Mechanismus der Steigerung der Immunogenität von ma-

lignen Zellen und Ausbildung einer protektiven Immunität ergänzt werden. Dies kann auch

durch zusätzliche Gabe von (genetisch kodierten) Wachstumsfaktoren und Chemokinen wie

GM-CSF (Cao et al. 1998), Lymphotactin, welches T- und NK-Zellen stimuliert (Ju et al.

2000), oder Interferon (IFN-α1, IFN-γ) (Nanni et al. 1998) sowie co-stimulatorischen Mo-

lekülen wie B7 und ICAM (Ramesh et al. 1996) erreicht werden.

Wie schon bei den herkömmlichen Behandlungen maligner Tumoren zeigt γ-Be-

strahlung auch in Kombination mit der CD-Suizidgen-Strategie additive Effekte

(Stackhouse et al. 2000; Rogulski et al. 1997).

Das Uracil-Phosphoribosyl-Transferase-Gen (UPRT) aus E. coli, welches in Säuge-

tieren nicht vorkommt, katalysiert als Pyrimidin-salvage pathway-Enzym die Umwandlung

von Uracil und 5'-Phosphoribosyl-α-pyrophosphat (PRPP) zu UMP. Wird UPRT in Kom-

bination mit CD benutzt, kann nach der Umwandlung von 5-FC in 5-FU auch der anschlie-

ßende Schritt zu 5-Fluor-UMP begünstigt werden. In einem Rattenmodell des Gliosarcom-
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Hirntumors konnte durch Co-Injektion adenoviraler Vektoren mit diesen Suizidgenen eine

Verlängerung der Überlebensdauer erreicht werden (Adachi et al. 2000).

Bei Verwendung der Cytosin-Desaminase aus Bäcker-Hefe, Saccharomyces cerevi-

siae (yeast-CD, YCD), kann darüber hinaus die prodrug 5-FC 10- bis 30-fach besser toxifi-

ziert werden, so dass sich in C3H-Mäusen eine deutlich verbesserte Tumorreduktion vergli-

chen mit bakterieller CD ergab (Adachi et al. 2000; Hamstra et al. 1999). YCD zeigt bei

einer Länge von nur 158 aa (vs. 427 aa für E. coli-CD) im Vergleich mit Cytosin-

Desaminase aus E. coli nahezu keine Sequenz-Homologie auf Protein- und Nukleotid-

Ebene. Verknüpft man Cytosin-Desaminase aus Hefe mit dem im Stoffwechselweg nach-

folgenden Enzym UPRT als Fusionsprotein (FCY-1, FUR-1), wird die Toxifizierung von

5-FC über 5-FU zu 5-Fluor-UMP deutlich beschleunigt (Erbs et al. 2000).

4.8.3 CD-TK Doppel-Strategie

Zahlreiche Tiermodelle mit TK/GCV oder CD/5-FC als Anti-Tumor-Agenzien erzielten

keinen Rückgang der Tumormasse oder zeigten eine Wiederaufnahme des Tumorwachs-

tums nach Beendigung der prodrug-Therapie (TK: Zhang et al. 1997; Cool et al. 1996;

Golumbek et al. 1992; CD: Hirschowitz et al. 1995; Richards et al. 1995; Mullen et al.

1994; Huber et al. 1993). Zudem scheinen einzelne maligne Zelllinien bevorzugt auf eine

dieser beiden Suizidgen-Toxifizierungen anzusprechen. So wurde in vitro eine deutlich

bessere Wirkung von CD/5-FC bei Lungen- und Colorectal-Carcinomzellen beobachtet

(Hoganson et al. 1996; Trinh et al. 1995), was sich in Tiermodellen dieser Tumoren

(Rogers et al. 1996; Trinh et al. 1995), nicht aber beim Mamma-Carcinom (Uckert et al.

1998), bestätigte. Werden darüberhinaus hohe prodrug-Konzentrationen appliziert, ist eine

beträchtliche unspezifische Toxizität für nicht-transfizierte Zellen zu verzeichnen (Zhang et

al. 1997; Beck et al. 1995).

Deshalb wurde versucht, beide Suizidgen-Systeme mit distinkten Inhibitions-

Mechanismen der RNA- und DNA-Synthese zu kombinieren. Erste Ansätze zeigten eine

synergistische Verstärkung der lokalen Antitumor-Wirkung gegenüber der Monotherapie

(Uckert et al. 1998; Aghi et al. 1998; Rogulski et al. 1997). Erstaunlicherweise erwiesen

sich hier Gliosarcomzellen bei Verwendung einer CD-TK-Fusion als 1000-fach sensitiver

gegenüber GCV als zu 5-FC (Rogulski et al. 1997). Werden Brustkrebszellen, die retroviral

mit CD und TK transduziert wurden, in syngene Mäuse implantiert, führte die Kombi-

nationstherapie mit 5-FC und GCV bei intaktem Immun-System zu einem vollständigen
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Ausbleiben einer Tumorentwicklung (Uckert et al. 1998). Bei immun-defizienten Mäusen

jedoch ergab selbst die Verwendung eines adenoviralen Vektors, welcher für eine CD-TK-

Fusion kodierte, in humanen Cervixcarcinom- oder Hep3B-Hepatom-Modellen keine be-

friedigende Anti-Tumor-Aktivität (Rogulski et al. 2000). Im Gegensatz dazu wurde ein

vollständiger Rückgang von Tumoren in einem Nacktmausmodell erzielt, wenn zusätzlich

zur CD-TK-Doppel-Therapie ein Replikations-kompetenter Adenovirus auf Basis des

ONYX-015-Vektors und Bestrahlung als Vierfach-Therapie eingesetzt wird (Rogulski et al.

2000). Es wird postuliert, dass Wildtyp-Adenovirus-Vektoren mit Deletion der p53-Bin-

dedomäne im E1B-Gen – bei minimaler Toxizität für normalle Zellen – bevorzugt Tumor-

zellen zerstören, wobei durch die Replikationsfähigkeit der Viren die Expression der Sui-

zidgene bis um das 2000-fache gesteigert wird (Freytag et al. 1998). Die Anti-Tumor-

Effizienz des replikationskompetenten Adenovirus allein entspricht dabei der einer CD-TK-

Doppel-Therapie in replikations-defizienten Viren.

4.8.4 Ausblick

Die kombinierte Verwendung von im Mechanismus unterschiedlichen, aber synergistisch

wirkenden Anti-Tumor-Strategien, deutet an, dass zukünftig im klinischen Versuch ver-

mehrt Kombinations-Therapien zur Anwendung kommen sollten. Vieles weist darauf hin,

dass ein Kombinations-Ansatz, der Wirkungs-optimierte Suizidgene, Immun-Stimulantien,

Bestrahlung, Replikations-kompetente, aber Tumorzellen-spezifische virale Vektoren, Anti-

Angiogenese-Wirkung sowie Verbesserung der in vivo Transduktionseffizienz durch inter-

zelluläre Transport-Potenzierung beinhaltet, eine schlagkräftige gentherapeutische Behand-

lung von Krebs darstellen wird, durch die auch residuale Mikrometastasen im Körper ef-

fektiv eliminiert werden.

Für die Krebstherapie mit Suizidgenen scheinen fortentwickelte adenovirale Vekto-

ren geeignet zu sein, deren Lebertoxizität und Immunogenität durch selektive Deletion ein-

zelner Gene entscheidend attenuiert worden ist (Christ et al. 2000; Lusky et al. 1999 &

1998). Da bei der Tumortherapie das Hauptanliegen in der selektiven Eliminierung und

nicht in der genetischen Korrektur der malignen Zellen besteht, erscheint der Einsatz von

integrativen Vektoren wie Retroviren des murinen oder Lenti-Typs nicht sinnvoll. Deren

Verwendung war ursprünglich erwogen worden, um selektiv die sich teilenden Tumorzel-

len, nicht aber das umliegende, ruhende Gewebe zu transduzieren. Wie inzwischen jedoch

nachgewiesen wurde, zeigen humane Tumore wesentlich langsamere Teilungsraten als die



Diskussion

155

Zelllinien, an den dieses Wirkprinzip ausgetestet wurde (Vile et al. 2000). Der Einsatz von

Retroviren ergibt somit nicht die erwünschte Transduktions-Selektivität.

Derzeit finden in der Arbeitsgruppe Somatische Lebergentherapie des Universitäts-

klinikums Tübingen erste Tierversuche statt, die die Eigenschaft von VP22, den interzellu-

lären Transport zu potenzieren, in der Suizidgen-Therapie in vivo evaluieren. Eingesetzt

wird hierbei der rekombinante adenovirale Vektor Ad-CD-VP22, der sich gegenüber der

unfusionierten Version Ad-CD innerhalb der vorliegenden Arbeit im in vitro-Test als deut-

lich überlegen erwiesen hat. Grundlage ist das Lebertumor-Modell der ACI-Ratte, bei der

syngene Morris Hepatom (MH)-Zellen orthotop in die Leber implantiert werden und dort

zu Hepatozellulären Carcinomen (HCC) heranwachsen (Trubenbach et al. 2000). Das An-

sprechen der Lebertumore auf die zu untersuchende Behandlungsart kann so wirklichkeits-

nah simuliert werden. Darüber hinaus soll erstmals durch Antikörper-Färbung ausgetestet

werden, ob sich der VP22-vermittelte spread in vivo als dreidimensionaler Gradient des

Proteins-Transports nachweisen lässt. Sollte sich auch im Tiermodell eine Überlegenheit

der VP22-vermittelten Tumortherapie erweisen, ist eine rasche Umsetzung dieses neuarti-

gen Wirkprinzips in Patientenstudien geboten.





5 Zusammenfassung

Die Suizidgen-Therapie von Krebserkrankungen versucht Tumorzellen, in die zuvor ein

Selbstmordgen eingebracht wurde, spezifisch abzutöten, ohne das gesunde Gewebe in der

Nachbarschaft in Mitleidenschaft zu ziehen. Dabei erwiesen sich die Cytosin-Desaminase

(CD) aus E. coli und die Thymidin-Kinase (TK) aus Herpes simplex-Virus Typ-1 (HSV-1)

als besonders geeignet. In verschiedenen Zellkulturstudien und Tiermodellen ließen sich

Suizidgen-behandelte Tumorzellen effizient eliminieren. Beim Einsatz der gegenwärtig ver-

fügbaren Gentherapie-Vektoren in klinischen Studien sind die erreichten Effizienzen des

therapeutischen Gentransfers in vivo jedoch zu gering, um wirksame Mengen der übertra-

genen Selbstmord-Proteine zu erreichen. Zwar bewirkt der sog. bystander effect eine größe-

re Verbreitung der toxifizierten Substanzen, doch reicht die bisher erzielte Wirkung nicht

aus, um solide Tumore in effizienter Weise zu eliminieren.

Das Protein VP22 aus Herpes simplex-Virus Typ-1 ist auf Grund seiner Fähigkeit,

Proteine aus einer Produzentenzelle in zahlreiche umgebende Nachbarzellen zu transportie-

ren, prinzipiell in der Lage, die Zahl der Zellen, welche eine systemisch verabreichte pro-

drug metabolisieren können, entscheidend zu vergrößern. Fusionsproteine, bestehend aus

VP22 und dem zu übertragenden Enzym, können ebenfalls durch VP22-vermittelten inter-

zellulären Transport sehr effizient in untransduzierte Nachbarzellen gelangen.

In den umfangreichen Zellkulturstudien der hier vorliegenden Arbeit gelang es, die

an Produzentenzellen angrenzenden 12 Zellschichten bzw. bis zu 500 Nachbarzellen zu

erreichen.

Ziel dieser Dissertation war es, die unzureichende Effizienz des Suizidgen-Transfers

bei soliden Tumoren durch zusätzlichen interzellulären Protein-Transfer zu verbessern.

Dabei sollte untersucht werden, ob der VP22-vermittelte interzelluläre Proteintransport

auch eine Verbesserung der Suizidgen-Wirkung bewerkstelligen kann.

Zunächst konnte gezeigt werden, dass es sich beim VP22-vermittelten inter-

zellulären Proteintransport (spread) um ein allgemeingültiges biologisches Phänomen han-

delt, das für völlig unterschiedliche Gewebetypen und Spezies gültig ist (Wybranietz et al.
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1999). Dazu wurde in 15 häufig verwendeten Säugerzelllinien der spread eines VP22-GFP-

Fusionsproteins durch FACS-Analyse quantifiziert. Dieses entscheidende Ausgangsergeb-

nis stellt die Grundlage für einen Einsatz therapeutisch wirksamer VP22-Fusionsproteine

bei der Bekämpfung von Tumoren unterschiedlicher Gewebespezifität dar.

Darauf aufbauend wurde die Wirksamkeit der Potenzierung der Suizidgen-Wirkung

durch VP22-Fusionsproteine überprüft. Dazu wurden zunächst amino- und carboxy-termi-

nale Fusionen der Suizidgene CD und TK mit VP22 hergestellt und in virale Vektoren klo-

niert. Retrovirale Partikel wurden mit Hilfe von Verpackungszelllinien erzeugt, rekombi-

nante Adenoviren durch homologe Rekombination in E. coli-Bakterien. Bereits bei der

Transfektion von Expressionsplasmiden ergab sich, dass Fusionskonstrukte der Thymidin-

Kinase mit VP22 in beiden Verknüpfungen exzellenten Proteintransport aufwiesen, wäh-

rend Cytosin-Desaminase sich nur als N-terminale Fusion interzellulär transportieren ließ.

Durch Immunfluoreszenznachweis am konfokalen Laser-Mikroskop wurde in der vorlie-

genden Arbeit erstmals gezeigt, dass VP22-vermittelter interzellulärer Proteintransport auch

bei Verwendung adenoviraler Vektoren stattfindet. Da rekombinante Adenoviren bereits

häufig in klinischen Versuchen zum Einsatz kamen, stellt dieses Ergebnis eine generelle

Verwendung des VP22-Proteintransports in der Gentherapie in Aussicht.

Darüber hinaus konnte nicht nur der VP22-vermittelte Transport der VP22-

Suizidenzym-Fusionsproteine visualisiert werden, sondern auch eine Wirkungssteigerung

des Suizidgen-Effektes in vitro nachgewiesen werden. Dazu wurde nach Transduktion von

MH3924a-Hepatomzellen mit rekombinanten Adenoviren das Ausmaß des VP22-ver-

mittelten Effektes in Cytotoxizitäts-Tests quantifiziert. Die für eine 50%-ige Abtötung von

Tumorzellen notwendige Konzentration der prodrug 5-FC (IC50) konnte bei bei Verwen-

dung der CD-VP22-Fusion gegenüber der herkömmlichen CD von 2,5 mM um fast eine

Log-Stufe auf 0,45 mM reduziert werden. Somit kann beim Einsatz von VP22-Fusions-

konstrukten in der Suizidgentherapie die Dosis der prodrug 5-FC entscheidend verringert,

und damit auch mögliche Nebenwirkungen stark vermindert werden.

Bei der Verwendung von HSV-1 TK als Suizidgen wurde zwar ein spread der

VP22-Fusionsproteine nach adenoviraler Transduktion detektiert, jedoch konnte bislang

keine Steigerung des cytotoxischen Effektes erreicht werden. Nach transienter Erzeugung

rekombinanter Retroviren reichte insbesondere die erzielte Viruskonzentration nicht aus,

um eine effiziente Genexpression in Zielzellen zu erreichen. Sollen VP22-Trans-

portphänomene detektiert werden, müssen folglich stabile retrovirale Produzentenzellen
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selektioniert werden, mit deren Hilfe höhere Virus-Titer und damit eine effizientere Trans-

duktion erzielt werden können.

Essenziell für einen Einsatz von VP22-Fusionsproteinen in klinischen Studien ist

das Ausbleiben einer Immunreaktion gegen das Transport-Protein. Durch Datenbank-

Analyse und Chrom-Freisetzungs-Tests wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen,

dass keine VP22-spezifische CTL-Antwort ausgelöst wird und somit keine nachteiligen

inflammatorischen Effekte durch VP22 zu erwarten sind.

Basierend auf den in dieser Dissertation dargelegten Versuchsergebnissen wurden

erste präklinische Studien zur in vivo-Effizienz der VP22-potenzierten Suizidgenwirkung

initiiert. Diese Untersuchungen werden am Tiermodell der ACI-Ratte vorgenommen. Dabei

können syngene MH3924a-Hepatomzellen nach orthotoper Implantation in der Leber der

ACI-Ratten zu Hepatozellulären Carcinomen (HCC) auswachsen. Therapeutisches Ziel ist

es, nach Transduktion der Tumorzellen mittels adenoviraler Vektoren und nachfolgender

systemischer Applikation der prodrug 5-FC eine effiziente Eliminierung der Hepatomzel-

len zu bewirken. Mit diesem neuartigen Ansatz soll insbesondere die bei den bisherigen

Suizidgentherapie-Versuchen unzureichende primäre Transduktionsrate der Tumore kom-

pensiert werden.

Insgesamt konnte ein effizienter VP22-vermittelter Transport von Proteinen mit Hilfe vira-

ler Vektoren beschrieben werden, wobei mögliche Begrenzungen hinsichtlich der Ge-

webespezifität oder Immunantwort ausgeschlossen wurden. Es ist anzunehmen, dass sich

der Einsatz von VP22-Fusionskonstrukten nicht nur auf Anwendungen in der Suizidgenthe-

rapie beschränken wird.
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Liste der verwendeten Abkürzungen
aa Aminosäure (amino acid)

AAV Adeno-assoziiertes Virus

Ad Adenovirus

ADA Adenosindesaminase-Defizienz

Amp Ampicillin

Ampr Ampicillin-Resistenz

APS Ammoniumper(oxodi)sulfat

ASGP-R Asialoglycoprotein-Rezeptor

ATCC American Type Culture Collection

BAC bacterial artificial chromosome

ββββ-Gal β-Galactosidase

BGL β-Globin

BGH Rinderwachstumshormon (bovine growth hormone)

bp Basenpaar(e)

BSA Rinder-Serum-Albumin (bovine serum albumine)

CAT Chloramphenicol-Acetyltransferase

CD Cytosin-Desaminase

cfu colony forming units

CI Chloroform/Isoamylalkohol

CIP alkalische Phosphatase aus Kälberdarm (calf intestine alkaline phosphatase)

CMV Cytomegalie-Virus

CMV-ep Epitop aus (humanem) Cytomegalie-Virus

CPE Cytopathischer Effekt

CTL Cytotoxischer T-Lymphocyt

CTLs Cytotoxische T-Lymphocyten

DEAE      Diethylaminoehtyl

DKFZ Deutsches Krebs-Forschungs-Zentrum (in Heidelberg)

DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

dNTP(s) Desoxy-Nukleotid-Triphosphat(e)

ds double-stranded

DTT Dithiothreitol

EBSS Earle’s balanced salt solution

ECACC European Collection of Animal Cell Cultures

ECL Enhanced chemiluminescence

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsäure (ethylene dinitrilo tetraacetic acid)



Anhang

176

EGTA Ethylenglycol-O,O’-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’-tetraessigsäure

EMBL European Molecular Biology Laboratory (in Heidelberg)

EMCV Encephalomyocarditis-Virus

ER Endoplasmatisches Retikulum

EtBr Ethidiumbromid

FACS fluorescence activated cell sorting

GCV Gancyclovir

5-FC 5-Fluor-Cytosin

5-FU 5-Fluor-Uracil

FH familiäre Hypercholesterinämie

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

F-Protein Fusionsprotein des SeV

G418 Geneticin (ein Neomycin-Analogon)

GCV Gancyclovir

GFP Green Fluorescent Protein

hAAT humanes α1-Antitrypsin

HBS HEPES-gepufferte Salzlösung (HEPES buffered saline)

HBV Hepatitis B-Virus

HCC Hepatozelluläres Carzinom (hepatocellular carcinoma)

hCMV humaner Cytomegalie Virus

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsäure

HIV Human Immunodeficiency Virus

HNF leberspezifischer Transkriptonsfaktor (hepatocyte nuclear factor)

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

HRP Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)

HSV Herpes simplex-Virus

HUSAR Heidelberg Unix Sequence Analysis Resource

IgG Immunglobulin G

IRES internal ribosomal entry site

Kana Kanamycin

kb Kilo-Basenpaare

K-MES 2-Morpholinoethansulfonsäure-Kaliumsalz

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

LTR Long Terminal Repeat

M199 Medium 199

MCRI Marie Curie Research Institute

MCS multiple cloning site

MEM Minimal Essential Medium

MH Morris Hepatom (-Zellen)

MHBs mittleres Hüllprotein des Hepatitis B-Virus

MHC major histocompatibility complex

MOI       multiplicity of infection

MoMLV Moloney Murine Leukemia Virus

MoMSV Moloney Murine Sarcoma Virus

MOPS 3-N-Morpholino-propansulfonsäure

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-bromid

NEAA nicht-essentielle Aminosäuren (non-essential amino acids)

NGF nerve growth factor
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nls nuclear localisation signal

Neo(r) Neomycin(-Resistenz)

OD optische Dichte

ORI Replikations-Ursprung (origin of replication)

OTC Ornithin-Transcarbamoylase

PA Polyacrylamid

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline)

P/C-Extraktion Phenol/Chloroform-Extraktion

PCI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

PCR Polymerase -Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction)

PEG Polyethylenglykol

pfu   plaque forming units

PNA peptide nucleic acids

PRPP 5-Phospho-ribosyl-1-pyrophosphat

PTD protein transduction domain

RAMTB Randomly coupled Multimeric Transcription factor binding site

RCA replication competent adenovirus

RFP Red Fluorescent Protein

RSV Rous Sarkom-Virus

RPMI Roswell Park Memorial Institute-Medium

RT Raumtemperatur

s. siehe

SAP alkalische Phosphatase aus Tiefsee-Garnelen (shrimp alkaline phosphatase)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulphate)

SRB Sulforhodamin B

ss single-stranded

SV40 Simian Virus 40

TAE Tris/Essigsäure/EDTA (.../acetic acid/...)

TBE Tris/Borsäure/EDTA (.../boric acid/...)

TBS      Tris-gepufferte Salzlösung (Tris buffered saline)

TCA Trichloressigsäure (trichloro acetic acid)

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin

Tet Tetracyclin

TFBS Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle

TK Thymidin-Kinase

TLM translocation motif

Tn Transposon

Tris Tris(hydroxyethyl)aminomethan

U Unit

ÜNK Übernachtkultur

Upm Umdrehungen pro Minute

UPRT Uracil-Phospho-ribosyl-Transferase

vs versus

Vol. Volumeneinheit(en)

v/v Volumenprozent (volume per volume)

wt Wildtyp (wildtype)

w/v Gewichtsprozent (weight per volume)

X-gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl β-D galactose (eigentlich: - galactopyranosid)
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Firmenverzeichnis
Amersham Pharmacia Biotech Freiburg, Deutschland
Air Liquide-D.M.C. Marne-la-Vallée, Frankreich
Bachofer Laboratoriumsgeräte Reutlingen, Deutschland
Beckman Instrumente GmbH München, Deutschland
Becton Dickinson and Company Oxnard CA, USA
Bio 101 Inc. Carlsbad CA, USA
Biochrom KG Berlin, Deutschland
Biomol Feinchemikalien GmbH Hamburg, Deutschland
BioRad Laboratories GmbH München, Deutschland
Biozym Diagnostic GmbH Hess. Oldendorf, Deutschland
B. Braun AG Melsungen, Deutschland
Capricorn Products Inc. Scarborough ME, USA
Clean Air Woerden, Niederlande
Clontech  Laboratories GmbH Heidelberg, Deutschland
Costar GmbH Bodenheim, Deutschland
DuPont GmbH Dreieich, Deutschland
Dynatech Deutschland GmbH Denkendorf, Deutschland
Eurogentec GmbH Seraing, Belgien
Epicentre Technologies Madison WI, USA
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH Hamburg, Deutschland
Fedegari Autoclavi SPA Albuzzano PV, Italien
Fluka Feinchemikalien GmbH Neu-Ulm, Deutschland
FMC BioProducts Rockland ME, USA
Forma Scientific, Division of Mallinckrodt Inc. Marietta OH, USA
Fresenius AG Bad Homburg, Deutschland
GENterprise GmbH Mainz, Deutschland
Greiner Labortechnik GmbH Nürtingen, Deutschland
Genetic Therapy Inc. (GTI) Boston MA, USA
Heraeus GmbH Hanau, Deutschland
Invitrogen Groningen, Niederlande
Kodak GmbH Stuttgart, Deutschland
Life Technologies GmbH Eggenstein, Deutschland
E. Merck Darmstadt, Deutschland
Millipore GmbH Eschborn, Deutschland
Molecular Probes Eugene OR, USA
Nalge Nunc-International GmbH & Co. KG Wiesbaden, Deutschland
New Brunswick Scientific Edison NJ, USA
New England Biolabs Schwalbach/Taunus, Deutschland
Olympus Optical Co. (Europa) GmbH Hamburg, Deutschland
Owl Scientific Inc. Woburn MA, USA
Perkin-ElmerApplied Biosystems GmbH Weiterstadt, Deutschland
Pharmacia  Biotech Europe GmbH Freiburg, Deutschland
Polaroid Corporation Cambridge MA, USA
Qiagen GmbH Hilden, Deutschland
Replicon GmbH Berlin, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Deutschland
(Carl) Roth GmbH & Co. Karlsruhe, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology Inc. Heidelberg, Deutschland
Schleicher & Schüll GmbH Dassel, Deutschland
SeqLab GmbH Göttingen, Deutschland
Serva Feinbiochemica Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Deisenhofen, Deutschland
Strategene GmbH Heidelberg, Deutschland
Vector Laboratories Inc. Burlingame CA, USA
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Verwendete Primer

• „VP22-for-Eco“: (27-mer)

GGGAATTCAGCCCAAGCTCAAAAGATC
1 ---------+---------+------- 27

• „49ep-rev-Bcl“: (28-mer)

GGGTGATCAATCTCTAGCCGCCGGTGAC
1 ---------+---------+-------- 28

•  „Bam-CD-for2“: (29-mer)

GGGATCCCATGTCGAATAACGCTTTACAA
1 ---------+---------+--------- 29

• „TK-5end-rev“: (20-mer)

ACTTCCGTGGCTTCTTGCTG
1 ---------+---------+ 20

• „49ep-rev-Xba“: (28-mer)

GGGTCTAGAATCTCTAGCCGCCGGTGAC
1 ---------+---------+-------- 28

• „CMV-for2“: (20-mer)

GTAGGCGTGTACGGTGGGAG
1 ---------+---------+ 20

• „22-Not-rev“: (32-mer)

CCGCGGCCGCTTCACTCGACGGGCCGTCTGGG
1 ---------+---------+---------+-- 32

• „E1A-1“: (20-mer)

ATTACCGAAGAAATGGCCGC
1 ---------+---------+ 20

• „E1A-2“: (20-mer)

CCCATTTAACACGCCATGCA
1 ---------+---------+ 20

• „E2B-1“: (20-mer)

TCGTTTCTCAGCAGCTGTTG
1 ---------+---------+ 20

• „E2B-2“: (20-mer)

CATCTGAACTCAAAGCGTGG
1 ---------+---------+ 20
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Meine akademischen Lehrer waren folgende Professoren und Dozenten:

Anatomie: Reutter

Anorganische Biochemie: Hartmann, Weser

Anorganische Chemie: Lindner, Strähle

Biochemie: Bohley, Eisele, Hamprecht, Mecke, Probst,

Weser, Wiesinger

Botanik: Metzner, Wegmann

Cytologie: Gray (San Francisco), Pelling

Entwicklungsbiologie: Goldman (San Francisco)

Enzymologie: Bisswanger, Büsen, Fröhlich, Gebhardt

Immunologie: Kuby (San Francisco), Rammensee

Mathematik: Matthieu, Pommer

Molekularbiologie: Collins (Berkeley), Davis (San Francisco),

Stubbs (San Francisco)

Mikrobiologie: Bayliss (San Francisco), Braun, Götz, Poralla

Organische Chemie: Bayer, Hagenmaier, Hanack, Jung, Stegmann

Pharmakologie und Toxikologie: Bock, Breyer-Pfaff, Pfaff, Schwarz, Werringloer

Physik: Nakel, Staudt

Physikalische Biochemie: Atta-ur-Rahman (Karachi), Shekani (Karachi), Voelter

Physikalische Chemie: Hoffmann, Gauglitz, Oberhammer, Oelkrug

Virologie: Ramirez (San Francisco)

Zoologie: Günzl, Pfeiffer

ohne Ortsangabe: alle Tübingen
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