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1 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

1. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob die Persistenz der
durch adenovirale Vektoren erzeugten Genexpression durch ein
immunmodulatorisches Protein verlangert werden kann. Dazu soll ein
adenoviraler Vektor generiert werden, der das dem murinen Cytomeglie-
Virus entnommene immunmodulatorische Gen m144 mit dem Marker-Gen
Luciferase koexprimiert. Das immunmodulatoriche Gen kodiert fur ein Prote-
in, das dem MHC-I-Komplex der murinen Koérperzelle homolog ist. Dadurch
soll die primare Immunantwort des immunkompetenten Tieres auf die Infekti-
on der Korperzellen mit den adenoviralen Vektoren inhibiert werden.
Zunachst soll ein Plasmid hergestellt werden, dass die Expressionskassette
mit den beiden Genen ml144 und luc beinhaltet sowie einen Teil des
adenoviralen Genoms. Anschlieend soll nach der Methode von Graham et
al. (1995) durch Rekombination des Expressionsplasmids mit einem weiteren
Plasmid in der embryonalen Nierenepithelzelllinie 293 ein Adenovirus er-
zeugt werden. Das so gewonnene Adenovirus soll amplifiziert und
aufgereinigt werden.

Es folgt nun die Charakterisierung des Adenovirus durch Quantifizierung der
Luciferaseexpression in vitro. AnschlielRend soll durch systemische Injektion
des Virus in immunkompetente balb/c Mause die Expression der Luciferase

und die Dauer der Genexpression im Lebergewebe untersucht werden.
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2. Einleitung

2.1. Gentherapie

2.1.1. Allgemein

Das menschliche Genom enthélt 50 000-100 000 Gene. Mutationen kdnnen
jedes dieser Gene betreffen und alle Genprodukte, dass heil3t Proteine, kon-
nen strukturell verandert sein: von einer genetisch bedingten Strukturéande-
rung betroffen sein kbnnen neben Enzymen Transport- und Rezeptorproteine
in Zellmembranen, Proteohormone oder Transkriptionsfaktoren, Transport-
proteine im Blut, Signaltransduktionsproteine, Onkogene, Antionkogene oder
Proteine, die an Blutgerinnung oder Infektabwehr teilnehmen. Genetische
Anderungen spielen bei der Mehrzahl der Erkrankungen des Menschen
(Krebs, Herzkreislauferkrankungen, Diabetes, Nervenkrankheiten, Autoim-
munprozesse, Infektionsanfalligkeit) eine Rolle. Die Gentherapie ist ein rela-
tiv junger Ansatz zur kausalen Therapie solcher Erkrankungen. Ziel der Gen-
therapie ist die Anderung des Krankheit-verursachenden Genotyps. Durch
den Transfer der korrekten Erbinformation in den Koérper soll der vorhandene
Defekt, ob erworben oder angeboren, ausgeglichen oder behoben werden.

Um genetische Information erfolgreich in Zellen zu transferieren bedient man
sich verschiedener Transportwege, so genannter Vektoren. Dabei ist die
GroRRe der transportierbaren Gene durch die Transportkapazitat der Vektoren
limitiert. Es eignen sich besonders von Introns befreite Gene zum Transfer.
Des Weiteren ist die Spezifitat des Vektors fur die Zielzelle und die Expressi-
on des zu Ubertragenden Genes in der Zielzelle von Bedeutung. Letztendlich
ist die Sicherheit der Experimente von entscheidender Bedeutung, um die
Nebenwirkungen bei der Anwendung an Menschen so gering wie moéglich zu

halten.

2.1.2. Vektoren

Einen Uberblick tber die Hauptgruppen der eingesetzten Viren findet sich in
Tabelle 1 nach Thomas et al. (2003)
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Tabelle 1: Virale Vektoren in der Gentherapie

Viraler Vektor

Charakteristika

Vorteile

Nachteile

Retroviren RNA-Virus e persistierende e nur Infektion von sich
Integration in das Genexpression in teilenden Zellen
Wirtsgenom sich teilenden Zel- | e Integration kann malig-
¢ Bis 8 kb Kapazitat len ne Transformation her-
fur Fremd-DNA e niedriges vorrufen
inflammatorisches | ¢ Relativ niedri%e Titer
Potential erreichbar (10° — 10’
Parikel/ml)
Lentiviren ¢ RNA-Virus e persistierende ¢ Integration kann malig-
¢ Integration in das Genexpression in ne Transformation her-
Wirtsgenom den meisten Ge- vorrufen
e bis 8 kb Kapazitat weben
fir Fremd-DNA e niedriges
inflammatorisches
Potential
Adeno- e ssDNA-Virus e nicht e geringe Transferkapa-
assozierte e 90% des Genoms inflammatorisch zitat
Viren episomal, 10% in | ¢ nicht pathogen
Wirtsgenom inte-
griert
e < 5 kb Kapazitat
fur Fremd-DNA
Adenoviren o dsDNA-Virus e sehr effiziente | ¢ Kapsid kann eine star-

e Genom liegt in der
Wirtszelle
episomal vor

e bis 8 kb Kapazitat
far Fremd-DNA
(bei helfer-
abhéngigen Viren
bis zu 30 kb)

Transduktion  der
meisten Gewebe

e Herstellung in ho-
hen Titern moglich
(10" Partikel/ml)

ke inflammatorische
Reaktion des Immun-
systems ausldsen

e nur veriibergehende
Genexpression

Herpesvirus 1

e dsDNA-Virus

e his 40 kb Kapazi-
tat fur Fremd-DNA
(bei Amplicon 150
kb)

e grol3e Verpa-
ckungs-kapazitat

e starker Tropismus
zu Neuronen

e kann inflammatorische
Reaktion des Immun-
systems ausldsen

e in nicht-neuronalen
Zellen nur transiente
Transgenexpression

Neben physikalischen Methoden kommen in erster Linie Viren als Vektoren

fur den Gentransfer in eukaryotische Zellen in Frage. Die physikalischen Me-

thoden wie die Elektroporation, die direkte Injektion von nackter Plasmid-

DNA oder Transfer durch Liposomen haben sich bis jetzt meist als ineffektiv

erwiesen (Romano et al. 2000). Bei den Viren kommen zwei verschiedene

Gruppen in Frage: Viren, deren Erbinformation sich in das Genom des Wirts

integriert (Retroviren und Lentiviren), oder Viren, deren Erbinformation

episomal im Zellkern der Wirtszellen persistiert (Adeno-assozierte Viren,

Adenoviren, Herpesviren).
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Ein idealer Vektor fur die Gentherapie sollte folgende Eigenschaften besit-

zen:

In der Herstellung hohe Konzentrationen méglich (>102 Partikel/ml)
Einfache und reproduzierbare Herstellung

Hohe Effizienz beim Einbringen des Therapiegens in die Zielzellen
Spezifische Infektion der Zielzellen

Regulierbare Genexpression (regulierbare Promotoren)

Keine Immunantwort gegen den Vektor

Keine Pathogenitat des Vektors

Derzeit erflllt noch kein viraler Vektor alle diese Eigenschaften.

2.2. Adenoviren

2.2.1. Allgemein

Adenoviren wurden 1953 zuerst in adenoidem Gewebe entdeckt und ent-
sprechend benannt (Rowe et al. 1953). Sie werden eingeteilt in die
Mastadenoviridae, welche Saugetiere infizieren, und die Aviadenoviridae,
welche verschiedene Vogelarten befallen. Bei den Mastadenoviridae sind
inzwischen 41 Typen bekannt, die sehr verschiedene Krankheitsbilder verur-
sachen konnen. Die Infektionen verlaufen meist selbstlimitierend, in adenoi-
dem Geweben kénnen die Viren aber auch Uber Monate persistieren und
spater reaktiviert werden.

Wichtig sind die ,grippalen Infekte“ des oberen, seltener des unteren Respi-
rationstrakts. Je nach Virustyp, aber auch vermutlich entsprechend der indi-
viduellen Disposition des Infizierten, aufRern sich die respiratorischen Infekti-
onen in einer Rhinitis oder abakteriellen Pharyngitis, aber auch als akute in-
fluenzaahnliche Infektion oder sogar, besonders bei Kleinkindern sowie im-
munsupprimierten und multimorbiden Patienten, als unter Umstéanden tddlich
verlaufende Pneumonie.

Die Augeninfektionen, die allein, aber haufig auch kombiniert mit Pharyngitis
auftreten, reichen von einer follikularen Konjunktivitis bis zu einer manchmal
mit bleibender Visusminderung verlaufenden Keratokonjunktivitis.

AulRerdem verursachen Virusstamme 40 und 41 intestinale Infektionen. Bei
Kleinkindern gehéren die Adenoviren nach den Rotaviren zu den haufigsten

Durchfallerregern.
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Die Infektion verbreitet sich bei den respiratorischen Manifestationen meist
durch Tropfcheninfektion, aber auch als Schmutz- und Schmierinfektion. Au-
geninfekte werden durch Badewasser, aber auch iatrogen durch ungentgend
sterilisierte augenarztliche Instrumente Ubertragen. Die enteralen Erschei-
nungsformen werden meist fakal-oral Ubertragen.

Im Tierexperiment konnte einigen Typen, insbesondere Typ 12, 18 und 31,
ein onkogenes Potential nachgewiesen werden, welches sich allerdings beim
Menschen bis heute nicht bestatigen liel3. (Kayser et al. 1998, S. 423f). Aller-
dings konnten Hartl et al. (2008) zeigen, daf die Adenovirus-Typen 2,5 und
12 in der Lage sind, eine Transformation der infizierten Zellen durch die
Antagonisierung der Apoptose herbeizufihren. Somit ist ein gewisses dem

Wildtyp-Adenovirus Typ 5 ein gewisses onkogenes Potential zu unterstellen.

2.2.2. Aufbau

Capsid proteins Core proteins Cement proteins

‘ Hexon m Vi VIII

- X
@—— Fibre ‘ Vil B
' Penton Base p Mu E Vi1
Abbildung 1: Struktur eines Adenovirus (Quelle: Russell 2000)
Adenoviren sind doppelstrangige DNA-Viren, die eine Ikosaederstruktur auf-

weisen, einen Durchmesser von etwa 60-90 nm haben und keine Hull-
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membran besitzen. Das lineare Genom ist etwa 36 kb lang (Loffler et al.
1998, S. 303).

Das Kapsid wird aus 20 gleichseitigen Dreiecken und 12 Scheitelpunkten
gebildet, aus denen jeweils eine Faser herausragt. Es besteht aus 252
Untereinheiten: 240 Hexonproteine, die die Oberflachen und Kanten der
gleichseitigen Dreiecke ausmachen und 12 Pentonbasisproteine, die die
Scheitelpunkte darstellen, sowie Fiberproteinen (Stewart et al., 1993). Das
Hexonprotein setzt sich aus drei Molekllen des Polypeptids Il zusammen
und ist mit den Polypeptiden VI, VIl und IX assoziiert. Jede Pentonbasis be-
steht aus 5 Molekilen Polypeptid Il und jedes Fiberprotein aus 3 Molekilen
Polypeptid IV. Die Polypeptide V (180 Kopien/Partikel) und VII (1070 Ko-
pien/Partikel) sind mit der DNA verbunden.

2.2.3. Struktur des Genoms

Das lineare nicht segmentierte Genom des Adenovirus besteht aus einer
dsDNA mit einer Gro3e von etwa 36 kb. Die Grof3e variiert mit der Gruppen-
zugehorigkeit. Am Anfang des Genoms befindet sich das zur Replikation
notwendige ITR und die so genannten Verpackungssequenzen, welche auf
der DNA vorhanden sein mussen, damit diese in adenovirale Partikel ver-
packt werden kdnnen (Schmid und Hearing 1998).

Das Genom wird in Transkriptionseinheiten unterteilt, wobei zuné&chst
Transkripte vor (,early”) und nach (,late”) der DNA-Replikation unterschieden
werden. Es existieren 5 frihe (E1A, E1B, E2, E3, E4) und eine spate Trans-
kriptionseinheit, welche posttranskriptionell prozessiert wird. Im Allgemeinen
gilt, dass die frGhen Transkriptionseinheiten regulatorische und die spéate
Transkriptionseinheit strukturelle Proteine kodieren. Die E1-Region kodiert
fur zwei Transkriptionsfaktoren, welche den Zellstoffwechsel in Hinblick auf
die Virusreplikation beeinflussen, die E2-Genprodukte stellen die Maschine-
rie fur die Virusreplikation zur Verfigung (Russell 2000). Eine Suppression
der wirtseigenen Immunantwort wird von der E3-Region bewirkt (Russell
2000). Die E4-Gene erleichtern hauptsachlich den Stoffwechsel der viralen
MRNA, fordern aber auch die Replikation der viralen DNA und unterdriicken
die Proteinbiosynthese des Wirts (Russell 2000).
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2.2.4. Lebenszyklus

Der Lebenszyklus der Adenoviren kann in zwei Phasen aufgeteilt werden.
Die frihe Phase umfasst den Eintritt des Virus in die Wirtszelle und den Weg
des Virusgenoms in den Zellkern. Durch diese frihen Ereignisse werden die
Zellfunktionen so beeinflusst, dass die spate Phase, also die Replikation der
viralen DNA sowie die anschliel3ende Transkription und Translation des Vi-
rusgenoms, erleichtert wird. Das fuhrt zur Anh&aufung der Strukturproteine im
Zellkern und der Reifung der infektiosen Partikel. Die frihe Phase hat in ei-
ner empfanglichen Zelle eine Dauer von etwa 6 bis 8 h, die spate von etwa 4
bis 6 h (Russell 2000).

Der fur die Adsorption des Virus an die Wirtszelle verantwortliche Teil des
Kapsids ist der Kopf des Fiberproteins (Chrobozech et al. 1995). Damit bin-
det das Virus an den Coxsackie/Adenovirus-Rezeptor (CAR), der zur
Immunglobulinsuperfamilie gehdrt (Tomko et al. 2000). Das Polypeptid Il der
Pentonbasisproteine enthalt die integrinbindende Sequenz RGD (Arg-Gly-
Asp). Verteilt auf jede der 12 Seitenflachen des Ikosaeders sorgen die
Pentobasen fiir zwolf potentielle Anhaftungsstellen fiir die Integrine. Uber
Bindung Pentobasisproteine an avf3/avp5-Integrine wird eine Clathrin-
vermittelte Endozytose und damit die Internalisierung eingeleitet (Mathias et
al. 1998). Nach Aufnahme in Endosomen entgeht das Virusgenom dem Ab-
bau in den Lysosomen, da die adenoviralen Kapsidproteine den Abbau durch
lysosomale Nucleasen verhindern. Durch Ruptur der
Phagolysosomenmembran wird das Nucleocapsid in das Cytosol freigesetzt,
durch die virale Protease L3/p23 das Viruskapsid angedaut und so durch die
Kernporen in den Nucleus transportiert (Greber et al. 1996).

In der spaten Phase wird nun im Kern durch zellulare Transkriptionsfaktoren
das E1A-Gen prozessiert. Dadurch wird die Transkription der weiteren friihen
Gene, E1B bis E4, eingeleitet. Ein Komplex aus E1B und E4 induziert wiede-
rum die Expression der spaten Transkriptionseinheiten durch Aktivierung des
Major Late Promotors. Dabei wird ein 28kb langes RNA-Molekul transkribiert,
welches mehrfach gespleif3t wird. Die finf Splei3produkte codieren die Struk-
tur- und Stabilititsproteine. Die Anwesenheit von Verpackungssequenzen

enthaltender DNA im Zellkern leitet die Zusammensetzung der Core- und
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Kapsidstrukturen ein (Hearing et al. 1987). Das Adenovirus Death Protein
bewirkt eine Auflosung der Kernmembran und Zytolyse mit Freisetzung der

verpackten Kapside. Es entstehen 10*-10° Viren pro Zelle.

2.2.5. Adenoviren als Vektoren in der Gentherapie

Adenoviren kdnnen ein groRes Spektrum von Zelltypen infizieren. Dabei
kommen sowohl sich teilende, als auch ruhende Gewebe in Betracht. Sie
vermitteln eine hohe Genexpression. Aul3erdem zeichnen sich die
Adenoviren fir die Gentherapie dadurch aus, dass ihre Préparation und
Aufreinigung technisch im Vergleich zu anderen moéglichen Vektoren relativ
einfach ist. Diese Eigenschaften haben dazu gefuhrt, dass Adenoviren als
Vektoren fir Gene haufig eingesetzt werden.

Das Fehlen eines schwerwiegenden Krankheitsverlaufs weist allerdings da-
rauf hin, dass das humane Immunsystem sehr erfolgreich in der Kontrolle
der adenoviralen Infektion arbeitet. Somit sind die gentherapeutischen An-
wendungsmaoglichkeiten durch eine starke wirtseigene Immunantwort be-
grenzt.

Das Wildtypvirus hat nur eine Kapazitat von 2 kb fir den Transfer fremdge-
netischen Materials ohne signifikante Effekte auf Stabilitdt oder Infektiositat
(Bett et al. 1993), die Einfuhrung langerer Sequenzen setzt also die Entfer-
nung einiger oder samtlicher viraler Gene voraus. Die publizierten Manipula-
tionen des adenoviralen Genoms sind sehr vielfaltig. Tabelle 2 gibt nur einen

kurzen Uberblick.

Tabelle 2: Adenovirale Vektoren in der Gentherapie

Generation | Deletion Kapazi- Vorteile Nachteile
tat in kb
I e E1 ¢ 6,5 e Herstellung in hohen | ¢ starke Immunant-
e E1/E3 e 78 Titern ist schnell und wort
leicht e Entstehung von
Replikations-
kompetenten
Adenoviren theo-
retisch mdglich
Il. e E1/E2/E3 85 e stark reduzierte Ex- | ¢ Verlangerung der
e E1/E2/E4 e 95 pression von Struk- Genexpression in
turproteinen vivo fraglich
e keine Bildung von | ¢ Thermolabil: Virus-
Replikations- synthese nur in
kompetenten sehr engen Tem-
Adenoviren mdglich peraturbereich
madglich
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M. e E1-E4/ e bis36 | ¢ Hohe Kapazitat e Kontamination mit
(,gutless®) L1-L5 . Verlangerte ~Genex- essentiellem _
pression in vivo Helper-Adenovirus
e Herstellung in ho-
hen Titern auf-
wendig
Replikati- e E1B e bis 2 ¢ Replikation und | ¢ Restriktion  einer
ons- Ausbreitung in vivo ausschlieR3lichen
kompetente kann ineffizienten Permissivitat ma-
Adenoviren Transfer nach iatro- ligner Zellen frag-
gener Inokulation lich
ausgleichen

Die Methode zur Generierung der in dieser Arbeit erzeugten Adenoviren der
ersten Generation basierte auf der Arbeit von Bett et al. (1994). Das E1/E3-
deletierte adenovirale Genom war auf zwei Plasmide aufgeteilt. Durch Ent-
fernen der fur die Replikation essentiellen Early-I-Gen-Region (E1-Region)
aus dem Virusgenom wurde eine Vermehrung in vivo verhindert. Die zusatz-
liche Deletion der E3-Region senkte die Wahrscheinlichkeit einer Rekombi-
nation mit einem Wildtypadenovirus, mit dem der Patient zuféllig infiziert sein
konnte (Block et al. 1997). Das Plasmid pBHG-10 enthielt dabei fast alle fur
die Herstellung infektioser adenoviraler Partikel essentiellen Sequenzen und
wurde Uber Calciumphosphatprazipitation in die Verpackungszelllinie
transfiziert. Es handelte sich dabei um eine menschliche, embryonale Nie-
renzelllinie 293, die stabil mit den linken 11% des adenoviralen Genoms
transfiziert war und u.a. die in den Vektoren deletierte E1-Region in trans zur
Verfuigung stellte (Graham et al. 1977). Dadurch war die Moglichkeit der Vi-
rusreplikation nur in der Verpackungszelllinie gegeben und nicht in anderen
Zellen, die nicht Uber die E1-Region in ihrem Genom verfligten.
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E1l substitution

Pac I
AE3 = 16 mu
pBHG10,11
(V" Ad5)
COTRANSFECTION OF 293 CELLS
INTRACELLULAR RECOMBINATION
ITR up to 8 kb ITR
-<«— Y cloned DNA A\ E3 —
AN 5 l ]

VIRAL VECTOR

Abbildung 2: Generierung von adenoviralen Vektoren (Quelle: Bett et al. 1994)

Das Plasmid pBHG-10 enthielt allerdings nicht das zur Herstellung komplet-
ter Viruskapside notwendige Verpackungssignal. Infektiose Partikel konnten
nur entstehen, wenn ein Shuttle-Plasmid co-prazipitiert wurde. Dieses
Plasmid wies homologe adenovirale Bereiche mit pBHG-10 auf, die die
deletierte E1-Region flankieren. Dort fand sich auch der Platz fur die Expres-
sionskassette des fremden genetischen Materials. Durch homologe Rekom-
bination wurden die beiden Plasmide derart verknipft, dass ein vollstandiges
Genom eines replikationsdefizienten, infektiosen adenoviralen Vektors ent-

stand und die Fremd-DNA in seiner deletierten E1-Region trug.

2.3. Reaktionen des Immunsystems auf virale Infektionen

2.3.1. Allgemein

Im Laufe der Evolution haben mehrzellige Organismen vielfaltige Strategien
entwickelt, um das Eindringen und die Ausbreitung von einzelligen Lebens-

formen wie Bakterien, Viren oder Parasiten abzuwehren. Das Abwehrsystem
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des Menschen wird dabei eingeteilt in die angeborene, unspezifische sowie
die erworbene, spezifische Abwehr.

Zur angeborenen Abwehr gehoéren die physikalischen Barrieren wie die Haut
und die Mukosa, welche den Kérper strukturell gegen die Umwelt abschlie-
Ren. Dazu kommen chemische Barrieren wie pH-Wert, Lipide, Enzyme,
Komplementfaktoren, Interleukine und Akutphasenproteine, wodurch den
eindringenden Organismen ein ungunstiges Milieu entgegengesetzt wird. Ein
weiterer unspezifischer Abwehrbestandteil wird zellgetragen durch
Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen vermittelt. Diese Zellen bekamp-
fen und neutralisieren als korperfremd erkannte Zellen und Substanzen un-
spezifisch durch Zelllyse oder Phagozytose.

Die erworbene Abwehr lasst sich weiter aufteilen in zellulare und humorale
Bestandteile. Die zellulare spezifische Abwehr wird durch die Lymphozyten
ausgefuhrt. Es werden T-Zell- und B-Zell-Lymphozyten unterschieden, in Ab-
hangigkeit des Ortes ihrer immunologischen Pragung. T-Zellen werden im
Thymus, B-Zellen im Knochenmark (Bone marrow) gepragt. Zytotoxische T-
Zellen erkennen korperfremde Proteine an Zelloberflachen und leiten die
Zelllyse der entsprechenden Zellen ein. T-Helfer-Zellen unterstitzen B-Zellen
in der Erkennung von léslichen kdrperfremden Proteinen und stimulieren B-
Zellen zur Produktion von Antikdrpern. Zusammen mit Lymphokinen und In-
terleukinen, mit denen die einzelnen Funktionen des Immunsystems koordi-
niert werden, bilden die hochspezifischen Antikbrper den humoralen Zweig
der Abwehr (Kayser et al. 1998, S. 43).

Im Zusammenhang mit der Frage nach der Persistenz der Genexpression
von rekombinanten adenoviralen Vektoren sind zum einen die NK-Zellen,
zum anderen die zytotoxischen T-Zellen und das immunologische Gesche-
hen am MHC-I-Komplex von besonderem Interesse.

2.3.2. MHC-Komplexe

T-Zellen sind nicht in der Lage, frei geloste Proteine zu binden. Dazu ist die
Prasentation der Proteine durch ein Tragermolekul notwendig. Das geschieht
durch die Bindung des Proteins an die Bindungsstelle des Major
Histokompatibility Complex (MHC)-Molekuils und anschliel3ende Prasentation

an der Zelloberflache. Durch Interaktion mit weiteren membrangebundenen
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Proteinen auf der Kérperzelle und der T-Zelle 16st die T-Zelle weitere Reakti-
onen aus (Kayser et al. 1998, S. 60).

MHC-Komplexe werden in zwei Klassen eingeteilt. Klasse | tritt in Interaktion
mit CD8-positiven T-Zellen und prasentiert Proteine, die endogen von der
Korperzelle produziert werden. Dabei kann es sich um korpereigenes Protein
handeln, aber auch im Falle einer viralen Infektion um kérperfremdes virales
Protein. Erkennt die T-Zelle das Protein als fremd, dann vermittelt sie durch
Lymphokine die Lyse der infizierten Zelle, wodurch die Vermehrung der infi-
zierenden Viren verhindert werden soll. Eine weitere Funktion des MHC-I-
Komplexes ist die Interaktion mit NK-Zellen. NK-Zellen reagieren auf veran-
derte Expression von Molekilen an der Zelloberflache, insbesondere MHC-I-
Komplexe. Zellen, die eine geringe Anzahl von MHC-I-Komplexen
exprimieren, werden von NK-Zellen erkannt und es wird die Zytokin-
vermittelte Lyse der Zelle eingeleitet (Farrell et al. 1999). Im Umkehrschluss
lasst sich feststellen, dass der MHC-I-Komplex die Aktivitat der NK-Zellen
inhibiert.

MHC-Komplexe der Klasse Il dienen der Prasentation von ldslichen Antige-
nen an der Oberflache von B-Zellen und interagieren mit CD4-positiven T-
Zellen, den T-Helfer-Zellen. Wenn die T-Zelle das prasentierte Antigen als
fremd erkennt, regt sie die B-Zelle zur Produktion von Antikérpern gegen das

Fremdprotein an.

2.3.3. Resistenzmechanismen des Zytomegalievirus

Das Zytomegalievirus gehort zur Gruppe der Herpesviren, welche morpholo-
gisch praktisch identisch, biologisch sowie in Bezug auf die verursachten
Krankheitsbilder jedoch recht unterschiedlich sind. Das CMV ist durch ein
enges Wirtsspektrum und eine langsame Vermehrung gegentuber Wildtyp-
Adenoviren, haufig unter Riesenzellbildung und langsam einsetzender, spé-
ter Zytopathologie gekennzeichnet. Die Erstinfektion verlauft in den aller-
meisten Fallen inapparent, sogar wenn die Infektion friih, peri- oder postnatal
erfolgt. Das Virus bleibt anschlieRend in mononuklearen Zellen latent. Eine
Reaktivierung kann asymptomatisch verlaufen, es kdnnen sich aber auch
Symptome zeigen, die in der Regel harmlos sind, wie mononukleoseartige

Krankheitsbilder oder leichte Hepatitiden sowie weitere, fieberhafte Erkran-
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kungen. Das Virus ist sehr weit verbreitet, iber 90% der erwachsenen Bevol-
kerung ist infiziert. Bei AIDS-, Transplantations- oder Malignompatienten
kann eine CMV-Neuinfektion oder eine Reaktivierung zu schwersten, genera-
lisierten Infektionen mit letalem Ausgang fuhren, dabei sind vor allem Hirn
und insbesondere Retina befallen, hepatische und pulmonale Manifestatio-
nen sind seltener. Ebenfalls geflurchtet ist die intrauterine Infektion, die in
10% der Falle zu zum Teil schwersten Missbildungen fuhrt. (Kayser et al.
1998, S. 429ff).

Das murine CMV ist dem humanen CMV in seinen biologischen Eigenschaf-
ten sehr ahnlich, so dass ersteres als Modell fir das humane Virus einge-
setzt werden kann (Rawlinson et al. 1996). Beide Viren verursachen schwere
Infektionen bei immunkompromittierten oder immunologisch unreifen Wirts-
organismen mit ahnlichen klinischen Syndromen (Craighead et al. 1992).

Die Primarinfektion mit CMV wird normalerweise effektiv durch das Immun-
system kontrolliert und verursacht deshalb keine ausgepragten Krankheits-
symptome. Allerdings ist die immunologische Kontrolle nicht in der Lage, das
Virus komplett zu beseitigen. Das virale Genom persistiert in einer nichtpro-
duktiven Form an spezifischen Stellen des infizierten Wirtes mit einer mini-
malen Genexpression (Hengel et al. 1998). Um diese permanente Koexis-
tenz im Wirtsorganismus zu etablieren, nutzt das CMV verschiedene Strate-
gien.

Sowohl die murine als auch die humane Form des CMV sind in der Lage, die
Synthese und die Reifung der MHC-I-Komplexe der infizierten Zelle an diver-
sen Ansatzstellen zu inhibieren. Das Spektrum der Mechanismen reicht von
der Hemmung der Assoziation der MHC-I-Komplexe Uber die Degradation
bis zur Hemmung des Transportes des Komplexes zur Zelloberflache.

Des Weiteren wird vom CMV die Wirtsreaktion zur Steigerung der MHC-I-
Komplexsynthese inhibiert. Durch Interferone und TNF-a wird vom Wirt eine
Stimulation der der Synthese hervorgerufen, es wird angenommen, dass das
CMV diese mediatorgesteuerte Immunantwort verhindern kann (Hengel et
al. 1998).

AulR3erdem wird davon ausgegangen, dass das CMV durch Imitation von Me-
diatoren eine entziindungshemmende Signallage zu erreichen versucht, zum
Beispiel durch Forderung der TGF-B-Sekretion (Hengel et al. 1998).
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Ein weiterer Mechanismus der murinen Form des CMV ist die Expression
eines MHC-1-Komplex-Homologes m144, von dem angenommen wird, dass
es die Aktivitat von NK-Zellen inhibieren kann (Rawlinson et al. 1996; Farrell
et al. 1997; Chapman et al. 1998), sowie die reduzierte T-Zell-Aktivierung
durch fehlende Antigenprasentation.

Schlie3lich wird eine Modifikation von Oberflachenproteinen der infizierten
Zelle angenommen, die eine Aktivierung des Komplementsystems zu verhin-

dern, dass eine Lyse der Zelle verursachen wirde (Hengel et al. 1998)
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3. Material und Methoden

3.1. Material
3.1.1. Chemikalien

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-p-D-Galacto-Pyranosid Merck: #1.24655
Agarose Merck: #1.01236
Ampicillin Bohringer: #835269
Borsaure Merck: #1.12015
Bromphenolblau Merck: #1.11746
Cell Culture Lysis Reagent 5x Promega: #E153A
Casiumchlorid Fisher Biotec: #BP1595/1
Calciumchlorid-dihydrat Merck: #1.02083
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck: #1.02950
Ethanol absolut Merck: #1.00983
Ethidiumbromid Merck: #80220704
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Merck: #1.12029
Ficoll 400 Merck: #1.00498
Glucose Merck: #1.08337
Glutaraldehyd 25% Merck: #8.20603
Glycerin, wasserfrei Merck: #1.04093
Hefeextrakt Merck: #1.03753
Isopropanol Merck: #1.09634
Kaliumacetat Merck: #1048301000
Kaliumchlorid Merck: #1.05001
Kaliumferricyanid (KsFe[CN]e) Merck: #1.04984
Kaliumferrocyanid (K4Fe[CN]e) Merck: #1.04973
LB-Agar Gibco: #22700-025
Magnesiumchlorid-hexahydrat Merck: #1.05835
Magnesiumsulfat-heptahydrat Merck: #1.05886
MOPS Fluka: #69947
N,N-Dimethylformamid Merck: #1.03053
Natriumchlorid Baker: #2781000

Di-Natrimhydrogenphosphat-dihydrat  Merck: #1.06580
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Natriumdodecylsulfat, (SDS)
RNAse A

Sea Plague Agarose

Roche: #109 169
Biozym: #840101

Tris (Hydroxymethylaminomethan)

Triton-X 100 Fluka: #28468
Trypton Merck: #1.10859
Tween 20 Fluka: #93773
Xylenecyanol Merck: #1.10590

Gibco: #15504-020

Merck: #1137600100

3.1.2. Molekularbiologische Enzyme, Standards und Proteine

BamH | Boehringer-Roche: #567604
Bgl Il Boehringer-Roche: #567639
Hind 111 Boehringer-Roche: #656321
Kpn | Boehringer-Roche: #899186
Not | Boehringer-Roche: #1014714
Sac | Boehringer-Roche: # 669792
Sal | Boehringer-Roche: #567663
Xba | Boehringer-Roche: #674257
Xho | Boehringer-Roche: #899194
Ligase (T4) Boehringer: #799009

Ligase-Puffer (10x)
Molecular Weight marker I
Molecular Weight marker VII
Rekombinante Luciferase
T4 DNA-Ligase

Promega: #E1701

3.1.3. Puffer und Lésungen fur die Zellkultur

Aqua ad iniectabilia

Dulbecco’s Phosphate-buffered saline
w/o Ca Mg, (PBS)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
with high Glucose (HGDMEM)
Einfriermedium flr 293-Zellen
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Gibco: #41965-039
Gibco: #11101-011

Boehringer: #1243292
Bohringer: #236250
Bohringer: #1209264

Boehringer: #799009

Braun: #25/12211273/1100
Dulbecco’s Phosphate-buffered saline Gibco: #14040-174
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Fetales Kéalberserum (FBS) Gibco:
HEPES Pufferlosung Gibco:
Horse Serum Gibco:
L_Glutamin 200 mM (100x) Gibco:
Modified Eafle Medium (MEM), 2x Gibco:
Penicillin/Streptomycin (100x) Gibco:
Trypsin-EDTA Gibco:
3.1.4. Wasser

#10084-168
#15630-056
#26050-047
#25030-024
#21935-028
#15140-114
#25300-096

Wasser wurde mit einem Destillator Bi-Dest 2304 der Firma GFL (Burgwedel)

doppelt destilliert und autoklaviert oder steril filtriert verwendet.

3.1.5. Reagenzienkits

DC Protein-Assay Biorad: # 500-0112
Luciferase Assay System Promega: #E1501
QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAgen: #12163
QIAGEN Gelextraction Kit QIAgen: #28704

3.1.6. Verbrauchsmaterialien

Gewebekulturschalen 144mm
Gewebekulturschalen 94mm
Gewebekulturschalen 60mm
Kryotubes

Falkontube 50 ml
Polystyrene-tubes 100*14mm
Zellkultur-6-well-Plate
Zellkultur-24-well-Plate
Zentrifugenrohrchen ultra clear 14 x 95mm
Dialysemembran Slide-A-Lyzer
Zellschaber

96-well-Plate
Luminometer-Tubes 5 ml
Reagenzrohrchen PP

Einwegspritzen 1 ml, 10 ml, 50 ml
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Sterilfilter, Porenweite 0,22 ym

Reajtinsgefal 0,5ml, 1,5 ml, 2 ml
Pipetten (2 ul, 20 pl, 200ul, 200 pl, 1000 pl)
Pipetten, 8facxh und 12fach Multichannel

3.1.7. Gerate

Auflichtmikroskop
Autoklav Sanoclaf

Brutschranke Zellkultur HeraCell

Brutschranke Bakterienkulturen

Elektrophoresegelkammer und Powersupply

Feinwaage HR-120
Luminometer Lumat LB 9507
Magnetrthrer

pH-Meter pH 358

Schiuttler 3005
Spektralphotometer
Sterilwerkbank HeraSafe
Tischzentrifuge Biofuge pico

Ultrazentrifuge Typ L7-35

Schleicher & Schuell
Eppendorf
Gilson

Eppendorf

Hund

Wolf
Heraeus
Kaottermann
BioRad
AND
EG&G Berthold
Cenco
WTW

GFL
BioRad
Heraeus
Heraeus

Beckman-Coulter

UV-Kammer zur Genanalyse und Software Geldoc 2000  Biorad

Vortexer Braun

Wasserbad Braun

Zentrifuge Type 5804R Eppendorf

3.1.8. Plasmidvektoren

pGL3 basic Promega, Heidelberg

pBS Promega, Heidelberg

pcDNA3mM144 H. Farrell, Animal Health Trust, Suffolk, UK

pPIRES Clontech, Palo Alto, USA

pAd.CMVpA S.C.L. Woo, Mt. Sinai School of Med., NY, USA
pBHG-10 F. Graham, McMaster University, Hamilton, ON, Canada
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3.1.9. Bakterien

Kompetente Bakterien DH5a Gibco: #18258-012

3.1.10. Zelllinien

293 HEK ATCC, Manasas, USA
HepG2 ATCC, Manasas, USA

Komplettmedium fir 293/HepG2
HGDMEM 500 ml
FCS 50 ml (hitze-inaktiviert)
L-Glutamin 200mM (100x) 5,5 ml
Penicillin/Streptomycin (100x) 5,5 ml
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3.2. Klonierung der Plasmide

3.2.1. Kultur von Bakterien

Die fur diese Arbeit bendtigten Plasmide wurden in Escherichia coli des
Stammes DH5a vermehrt. Da alle verwendeten Plasmide Resistenzgene
gegen Ampicillin enthielten, konnte durch Zugabe von Ampicillin zu Wachs-
tumsmedien oder Nahrbdden eine Selektion der gewiinschten Plasmid-
tragenden Bakterien erfolgen. Die Bakterien wurden in flissigem LB-Medium
oder auf LB-Agar-Platten vermehrt. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C in ei-
nem Brutschrank, flissige Kulturen wurden mit 100-200 rpm durch einen
Schittler beweqgt.

Zur Kryokonservierung Plasmid-tragender Bakterien wurden 930 ul der Bak-
teriensuspension 60 min auf Eis inkubiert, mit 70 ul DMSO versetzt und bei

—80°C gelagert.

Ampicillin (1000x) 5g Ampicillin
50 ml 10 mM Tris (pH 8,0)

steril filtriert

LB-Medium 10 g Trypton-Wasser
10 g NaCl
5 g Hefe-Extrakt
auf 11 A. dest.
autoklaviert

nach Abkuhlen mit 1 ml Ampicillin (1000x) versetzt

LB-Agar-platten 32 g LB-Agar
in 11 A.dest.
autoklaviert
bei 50 °C mit 1 ml Ampicillin (1000x) versetzt
auf 96 mm Petrischalen gegossen (Schichtdicke

etwa 3 mm)
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3.2.2. Transformation kompetenter Bakterien

Um Plasmid-DNA in kompetente Bakterien einzuschleusen, wurde zu 30 pl
Bakteriensuspension 1 pl aufgereinigte Plasmid-DNA gegeben, durchmischt
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 1 min Hitzeschock im Wasserbad bei
42°C erfolgte die Zugabe von 1 ml SOC-Medium (siehe unten). Es folgte 1 h
Inkubation bei 37°C unter Schutteln im Brutschrank. Die transformierten Klo-
ne wurden fiir 10 min bei 2500 rpm zentrifugiert, der Uberstand bis auf 100 pl
verworfen und auf Ampicillin-haltigem LB-Agar-Platten zur Selektion ausplat-
tiert. Nach Inkubation Uber Nacht bei 37°C konnten selektionierte Klone vom
Agar gepickt und nach Inokulation in 8-10 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium
Uber Nacht im Schuttler (200-300rpm) bei 37°C inkubiert werden. Aus diesen

Kulturen wurde Minipraparation zur Kontrolle der transformierten Plasmide

durchgefuhrt.

SOC-Medium 20 g Trypton-Wasser
5 g Hefe-Extrakt
0,5 g NaCl

in 950 ml A. dest.

versetzt mit 250 ml 250 mM KCI
pH-Wert auf 7,0 eingestellt
autoklaviert

Zugabe von 20 ml steriler 1M Glucoselsung

3.2.3. Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA wurden die Bakterien einer alkalischen
Lyse unterzogen und die Proteine durch Ansauerung ausgefallt. Die DNA
wurde Uber eine Saule isoliert und durch Alkohol prazipitiert und ausgefallt.
A) Minipraparation

Zur Gewinnung kleiner Mengen DNA zur Analyse wurden 1,5 ml einer Uber
Nacht gewachsenen Bakteriensupension in einem Eppendorf-cap 1 min bei
13k rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet auf Eis ge-
lagert. Das Pellet wurde in 100 pl Puffer 1 (siehe unten) durch Whirlen

resuspendiert und die Zellen mit 200 pl Puffer 2 (siehe unten) auf Eis lysiert.
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Durch Zugabe von 150 ul Puffer 3 (siehe unten) wurden die Proteine aus
dem Lysat gefallt. AnschlieBend wurde 10 min bei 4°C und 13k rpm zentrifu-
giert, der Uberstand zur Prazipitation der DNA mit dem zweifachen Volumen
Ethanol versetzt und 2-3 min bei RT inkubiert. Durch weitere 10 min
Zentrifugation bei 4°C und 13k rpm wurde die DNA ausgefallt. Das Pellet
wurde mit 1 ml eisgekihltem 70% Ethanol gewaschen und 3 min bei 13k rpm
und 4°C abzentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das Pellet
10 min luftgetrocknet und in 50 ul A. dest geldst. Die Losung konnte fir Ana-
lysen mittels Restriktionsverdau und gel-elektrophoretischer Trennung ver-

wendet oder bei —20°C aufbewahrt werden.

Puffer 1 50 mM Glucose
25 mM Tris-ClI (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)
100 ug RNAse

Puffer 2 0,2 N NaOH
1% SDS
in A. dest.
Puffer 3 60 ml 5 M Kaliumacetat

11,5 ml Eisessig

28,5 ml A. dest.
B) Maxipr&paration
Zur Gewinnung groRerer Mengen DNA fir weitere Klonierungen oder zur
Generierung adenoviraler Vektoren wurden die Saulen und Puffer des
QIAGEN Plasmid Maxi Kit verwendet. 11 oder 2| ampicillin-haltiges LB-
Medium wurde mit Plasmid-tragenden Bakterien beimpft und Uber Nacht
inkubiert. Die Suspension wurde nach Bestimmung der optischen Dichte 5
min bei 4°C und 8000 rpm abzentrifugiert. Zur Lyse und Fallung der Proteine
wurde das Pellet in 15 ml 4°C kaltem Puffer 1 resuspendiert, nach Zugabe
von 15 ml Puffer 2 geschwenkt, fir 15 min bei RT inkubiert und anschliel3end
mit 15 ml 4°C kaltem Puffer 3 vermischt. Nach 15 min Inkubation auf Eis
wurde das Gemisch 15 min bei 8000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das Lysat
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wurde auf eine zuvor mit QBT-Puffer (siehe unten) aquilibrierte Saule gege-
ben, zweimal mit 30 ml QC-Puffer (siehe unten) gewaschen, danach mit 15
ml auf 50°C erwarmten QF-Puffer (siehe unten) aus der Saule eluiert und in
einem Corex-Zentrifugenrohrchen aufgefangen. Nach Fallung der DNA mit
10,5 ml Isopropanol und Zentrifugation fur 45 min bei 10k rpm und 4°C mit 5
ml 70% Ethanol gewaschen. Es wurde bei 10k rpm und 4°C fur 15 min
abzentrifugiert, nach AbgieRen des Uberstandes das Pellet in steriler Umge-
bung luftgetrocknet und steril in 500 ul A. dest. aufgenommen. Es folgten
Bestimmung der optischen Dichte, Analytik durch Restriktionsverdau und

elektrophoretische Trennung. DNA-L6sungen wurden bei —20°C gelagert.

QBT-Puffer 750 mM NacCl
50 mM MOPS, pH 7,0
15% Isopropanol
0,15% Triton X-100

QC-Puffer 1,0 M NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0

15% Isopropanol

QF-Puffer 1,25 M NacCl
50 mM Tris-CL, pH 8,5

15% Isopropanol
3.2.4. Analyse von Plasmid-DNA

3.2.5. Quantifizierung von DNA durch Bestimmung der optischen
Dichte (OD)

Die OD der praparierten DNA- Losungen wurden mit einem Photometer bei
drei Wellenlangen gemessen (260 nm, 280 nm, 320 nm). Das Absorptions-
maximum von Nukleinsduren liegt bei einer Wellenldnge von 260 nm Hierzu
wurde eine Probe von 5 pl der zu messenden DNA-LOsung mit 95 pl A. dest.
(1:20) verdunnt. Die optischen Dichten der Proben wurden in einer Quarzki-
vette gegen 0,1x TE-Puffer (pH 7,6) (siehe unten) gemessen. Eine
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doppelstrangige DNA-LAsung mit eine Konzentration von 50 ng/pl weist bei
260 nm eube Absorption von 1 auf, so dass eine Konzentrationsbestimmung
maoglich ist. Eine hohe Absorption bei 280 nm ist ein Hinweis auf eine
Proteinvernreinigung, da aromatische Aminoséuren bei 280 nm absorbieren
(Glasel et al., 1995). Der 260 nm/280 nm Quotient sollte deshalb tber 1,8
betragen. Eine hohe Absorption im Bereich um 320 nm wird meist durch eine

Lichtstreuung von Partikeln hervorgerufen.

_50xRxVf
~ 1000
K: Konzentration (ug/pl)
R: OD
Vf: Verdinnungsfaktor
10x TE-Puffer, pH 7,6 100 mM Tris-CL, pH 7,6

10 mM EDTA, pH 8,0

3.2.6. Restriktionsverdau und Gelelektrophorese

Zur Kontrolle von praparierter DNA wurden die Plasmide mit Restriktions-
endonukleasen verdaut. Durch anschlieende elektrophoretische Auftren-
nung konnte eine Analyse der Fragmentlangen erfolgen.

Zum Restriktionsverdau wurden etwa 1-2 ug DNA mit 10 U Endonuklease, 2
ul 10x Puffer und einem Restvolumen A.dest. in einem Gesamtansatz von 20
ul fir 2 h im Wasserbad bei 37°C inkubiert.

Zur Trennung der DNA-Fragmente wurde ein Gel aus 1% (w/v) Agarose in 1x
TBE-Puffer (siehe unten) hergestellt. In einem Giel3stand wurde die in TBE-
Puffer durch Erhitzen gel6ste Agarose gegossen, wobei mit Kdmmen Ta-
schen im Gel zur Aufnahme der Proben erzeugt wurden. Fir den optischen
Nachweis der Nukleinséduren enthielt das Gel 500 ng/ml Ethidiumbromid. Die
Proben wurden mit etwa 20% Ladungspuffer (siehe unten) versetzt und in die
Taschen pipettiert. Eine Bestimmung der Fragmentlangen erfolgte durch pa-
ralleles Auftragen von Standards (Boehringer: molecular weight marker II,
VII). In einer mit 1x TBE-Puffer gefullten Elektrophoresekammer wurde an
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das beladene Gel eine Spannung von etwa 80 V angelegt, bis die Proben
aus den Taschen gelaufen waren. Anschlielend wurde die Spannung auf
100 bis 110 V erhéht und die Proben innerhalb von 1-4 h in ihre Fragmente
aufgetrennt. Abschliel3end erfolgte eine photographische Aufnahme bei einer
ultravioletten Durchleuchtung mit einer Digitalkamera bei 302 nm Wellenl&n-
ge und die elektronische Speicherung und Weiterverarbeitung.

TBE-Puffer (10x) 108 g Tris
55 g Borsaure
2mM EDTA (pH 8,0)
auf 11 A. dest.

autoklaviert

Ladungspuffer 0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% Xylenecyanol
15% Ficoll 400
in A. dest.

3.2.7. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Plasmiden

Um definierte Fragmente von Plasmiden zu gewinnen und in andere
Plasmide einzufigen, wurden die Plasmide mit geeigneten Restriktions-
Endonukleasen verdaut und die bendtigten Fragmente Uber praparative elek-
trophoretische Trennung gewonnen. Diese Fragmente konnten mit Ligasen
in andere Plasmide eingefiigt werden (siehe unten).

A) Restriktionsverdau zur Gewinnung definierter Plasmidabschnitte

Zur Fragmentisolierung wurde etwa 10 ug DNA mit etwa 50 U der entspre-
chenden Restriktions-Endonukleasen verdaut. Zu dem entsprechenden Vo-
lumen der DNA wurden das Volumen der Nuklease, sowie 10 ul des zur Nuk-
lease gehorenden 10x Puffers gegeben und mit A. dest. auf ein Gesamtvo-
lumen von 100 yl erganzt. Der Ansatz wurde Uber Nacht im Wasserbad bei
37°C inkubiert.

B) Praparative Gelelektrophoretische Trennung von Plasmidfragmenten
Die Trennung zur Gewinnung der DNA-Fragmente erfolgte in derselben Wei-

se wie die Trennung zur Analyse der Plasmid-DNA (siehe oben). Die zu iso-
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lierenden Banden wurden bei Durchleuchtung mit ultraviolettem Licht durch
Vergleich mit ebenfalls aufgetragenem Standard (siehe oben) identifiziert und
mit einem Skalpell aus dem Gel geschnitten. Dabei wurde auf eine moglichst
kurze und niederintensive Bestrahlung der DNA mit UV-Licht geachtet, um
eine Schadigung der DNA und eine mdgliche Verminderung der Ausbeute zu
vermeiden.

C) Isolierung einzelnder DNA-Fragmente aus Agarosegelen

Zur lIsolierung einzelner DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurde das
QIAGEN Gelextraction Kit verwendet. Es wurde nach dem Protokoll des Her-
stellers verwendet. Die dadurch gewonnene DNA-LOsung konnte nach
Bestummung der optischen Dichte direkt zur Ligation verwendet oder bei -

20°C gelagert werden.

3.2.8. Ligation

Die Verbindung zweier DNA-Fragmente Uber eine Ligase setzte kompatible
Enden der Fragmente voraus. Durch entsprechende Auswahl der restriktiven
Fermente konnte die Generierung solcher kohasiver Enden fur eine ,sticky-
end“-Ligation gewébhrleistet werden. Ein Ligationsansatz bestand aus den zu
verknipfenden DNA-Fragmenten in Mengen, die dem molekularen Verhaltnis
von 1:3 oder 1.5 entsprachen. Zugegeben wurde 1 U der T4-Ligase sowie 2
pl des 10x Ligase-Puffers. Ergénzt durch ein Restvolumen A.dest ergab sich
ein Gesamtansatz von 20 ul. Dieser Ansatz wurde fur 2 h im Wasserbad bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurde eine Transformation des bei der Ligation
entstanden Plasmids in E. coli (siehe oben) zur Vermehrung und Analyse
durchgefuhrt.

3.3.  Zellkultur
Samtliche Arbeiten mit eukaryonten Zellen wurden in einer sterilen Arbeits-

umgebung durchgefuhrt. Zur Verwendung kamen Zellen der Linie 293 und
HepG2. Die Zellen wurden zur Vermehrung auf 144mm Petrischalen kultiviert
und in einem Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 96% relativer Luftfeuchtig-
keit inkubiert.

Die Zelllinie 293 leitet sich von einem embryonalen Nierenzelltumor des

Menschen ab. Sie ist stabil transfiziert mit 11 % des Genoms vom
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Adenovirus Typ5 und enthélt die Ela Region. Dadurch stellt sie die Umge-
bung fur die Generierung und Vermehrung von E1l-defizienten Adenoviren
dar.

Die Zelllinie HepG2 ist eine hepatozellulare Karzinomzelllinie des Menschen.

3.3.1. Splitten von Zellen

Um adharent wachsende Zellen wie 293- oder HepG2-Zellen vermehren zu
konnen, mussen sie mit Trypsin-EDTA von ihrem Wachstumsuntergrund ge-
|6st werden.

Bei einer Konfluenz der Zellen von 90-95% auf der Petrischale wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen mit 5ml PBS gewaschen. Nach Absaugen
des PBS wurde 4ml Trypsin-EDTA vorsichtig auf die Zellen gegeben und 2-3
min bei RT inkubiert. Die Zellen wurden vorsichtig von der Platte gespult und
in einem 50ml Falcontube mit FBS-haltigem Medium gesammelt (FBS = feta-
les Rinderserum). Durch das FCS wurde das Trypsin bereits neutralisiert.
Anschlie3end wurden sie fur 10 min bei 2500 rpm und 4°C abzentrifugiert.
Nun konnte der Trypsin-EDTA-haltige Uberstand abgesaugt werden ohne
das Zellpellet zu zerstoren. Das Pellet wurde in 5 ml Komplettmedium
resuspendiert bis eine Einzelzellsuspension vorlag. Die Suspension wurde
auf mehrere Kulturschalen verteilt, die zuvor mit jeweils 20ml Komplettmedi-

um bestiickt wurden. Meist wurden die Zellen im Verhaltnis 1:5 gesplittet.

3.3.2. Kryokonservierung von Zellen

Um Zellen dauerhaft lagern zu kénnen wurden sie kryokonserviert. Dazu
wurden die Zellen einer 144mm-Zellkulturschale nach dem Trypsinieren in
4ml Einfriermedium resuspendiert und in 1ml Aliquots in Kryotubes verbracht.
In einem Isopropanolbad wurden sie langsam (1°C/min) von -20°C auf -80°C
heruntergekuhlt. Fir eine dauerhafte Konservierung wurden sie anschlie-
Bend in flussigem Stickstoff gelagert.

Zum erneuten Kultivieren wurden die Zellen nach schnellem Auftauen samt
Einfriermedium auf Zellkulturschalen mit Komplettmedium verbracht. Uber
Nacht adhéarierten die Zellen im Inkubator auf der Schale und es konnte am
Folgetag das Medium ausgewechselt werden, um Zell-toxische Komponen-

ten wie DMSO zu eliminieren.
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3.3.3. Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

Um definierte Zellzahlen aussaen und die Vitalitat der Zellen beurteilen zu
konnen, wurden sie mit Trypan-Blau gefarbt. Dazu wurden 90 pl einer Zell-
suspension mit 10 pl einer wassrigen Trypan-Blau-Lésung (0,4%) versetzt ,
durchmischt und 5 min bei RT inkubiert. Der Farbstoff penetriert nur avitale
Zellen mit geschadigter Zellmembran, vitale Zellen farben sich dadurch nicht
an. Mit Hilfe einer Z&hlkammer wurde die Zellzahl bestimmt. Dazu wurden in
den 4 in 16 Kleinquadrate unterteilten Grol3quadraten die nicht gefarbten Zel-
len gezahlt. Um die Konzentration eines ml der Suspension zu erhalten wur-
de das Ergebnis mit 10* multipliziert.

c=nx*10**v
c: Anzahl der Zellen im Gesamtvolumen
n: Ausgezahlte Zellzahl in der Zahlkammer

v: Gesamtvolumen der Zellsuspension

3.4. Generierung von Adenoviren in 293-Zellen
Die Methode zur Erzeugung E1 und E3 defizienter Adenoviren basierte auf

den Arbeiten von Graham und Prevec (1995) und Bett et al. (1994). Die
nachfolgenden Schritte wurden in einer S2-Sicherheitsumgebung ausgefuhrt,
da Adenoviren humanpathogen sind und die Moéglichkeit bestand, dass sich
durch Rekombination mit wildtyp-Adenoviren Typ 5 replikationsfahige rekom-
binante Adenoviren bilden konnten. Des Weiteren war darauf zu achten,
dass alle Arbeiten mit den Adenoviren unter mdglichst geringer UV-Licht-
Belastung durchgefiihrt wurden, da Adenoviren unter dem Einfluss von ultra-
violettem Licht ihre Infektiositat verlieren kdnnen. Es wurden Zellen der Linie
293 so vorbereitet, dass sie am Tage des Versuchs auf 20 94mm-

Zellkulturschalen eine Konfluenz von 90-95% erreichten.

3.4.1. Calcium-Prazipitation der Plasmide

Es wurden 20 Polystyrene-tubes mit je 1,5 ml HeBS (siehe unten) beschickt.
Die Plasmide wurden in aguimolarem Verhaltnis in die Tubes hinzu gegeben,
wobei ein Tube als Positivkontrolle pRC.CMV.B-Gal und ein weiteres als Ne-
gativkontrolle kein Plasmid enthielt. Unter Whirlen erfolgte die tropfenweise
Zugabe von je 75ul 2,5 M CaCl, (siehe unten) und nach 30 min Inkubation
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bei RT wurde ein feines Prazipitat sichtbar. Die Losungen wurden nun auf die
zuvor mit FCS-freiem Medium gespulten 293-Zellen gegeben und fir 4,5 h
im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert. In dieser Zeit fand eine

Endozytose der Prazipitate durch die Zellen statt.

HeBS HEPES 5¢g
NaCl 8g
KCI 0,379
Na;HPO, dihydrat 0,125g
Glucose 1g
auf 11 A.dest.
einstellen des pH-Werts auf 7,1

autoklaviert und gelagert bei 4°C

CaCl, 25M 36,759
in 100ml autoklaviertes A.dest.

steril filtriert und gelagert bei 4°C

3.4.2. B-Gal-Kontrolle zur Einschatzung der Transfektionseffizienz

Nach der Inkubationszeit wurde das Medium der Positivkontrolle gewechselt
und die Schale zur weiteren Inkubation in den Brutschrank verbracht. Am
Folgetag wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen und an-
schlieBend in eiskaltem Glutaraldehyd (0,5% in PBS) fixiert und fir 5 min bei
RT inkubiert. Nach weiterem zweimaligen Waschen mit kaltem PBS wurden
die Zellen mit 4 ml X-Gal-Farbelésung (siehe unten) tberschichtet und fir 1-
24 h bei 37°C inkubiert. Der Anteil angefarbter Zellen an der Gesamtzellzahl

ist ein Mal fir die Effektivitat der Transfektion.

X-Gal-Farbeldsung MgCl, 1,3 mM
NaCl 15 mM
HEPES 44 mM (pH 7,4)
Kaliumferricyanid (KsFe[CN]e) 3,0 mMol
Kaliumferrocyanid (K4Fe[CN]e) 3,0 mMol
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0,5 mg/ml X-Gal
auf 40 ml A. dest.

3.4.3. Agarose-Overlay der transfizierten Zellen

Die restlichen Schalen wurden nach 4,5 h Inkubation im Brutschrank nach
Absaugen des Mediums mit PBS gewaschen. Um entstehende Adenoviren
eindeutig identifizieren zu kénnen und zur Erndhrung der Zellen wurde der
Zellrasen mit 20ml Agarose-Overlay je Schale Uberschichtet. Der Overlay
bestand zu gleichen Teilen aus Losung 1 und 2 (siehe unten). Nach dem Er-
starren der Agarose wurden die Schalen weiter bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. Alle 5 Tage erfolgte eine weitere Uberschichtung der Zellen mit 8
ml Overlay-L6sung je Schale. Nach 10 Tagen wurden die Schalen regelma-
Big nach Anzeichen fir eine Virusentstehung untersucht. Durch die Virusent-
stehung und Vermehrung kam es zum Untergang der betroffenen Zelle.
Durch die Zelllyse wurden die viralen Partikel freigesetzt und konnten die
benachbarten Zellen infizieren. Durch die Agarose-Beschichtung breitete sich
das Virus nur auf die benachbarten Zellen aus. Diese Areale waren als auf-
gehellte Stellen im sonst leicht triiben Zellrasen mit dem Auge auszumachen.
Solche Plagues wurden mit dem Lichtmikroskop untersucht auf
cytopathische Zellen.

Nach etwa 20 Tage konnte das Experiment beendet werden, da ab dem

Zeitpunkt keine weiteren Plaque-Bildungen mehr zu erwarten waren.

Agarose-Overlay Losung 1 Sea Plague Agarose 1g
in 100ml A. dest.
autoklaviert
ins Wasserbad bei 44°C

Losung 2 MEM (2x) 100 mi
Penicillin/Streptomycin (100x) 2ml
L-Glutamin 200 mM (100x) 2 ml
Hefe-Extrakt (5%) 2 ml
HEPES-Puffer 1 ml
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unmittelbar vor Gebrauch: 10% Horse Se-

rum (hitze-inaktiviert)

3.4.4. CPE-Assay

Um zu validieren, ob ein Virus die Plaques hervorgerufen hatte, wurde ein
Test auf den cytopathischen Effekt (CPE) des Virus durchgefihrt. Dabei soll-
te sich zeigen, ob der Uberstand des Plaques infektiose Partikel enthielt, die
in der Lage waren, weitere Zellen zu lysieren.

Dazu wurden in eine 24-well-Plate einen Tag vor Beginn des Experimentes
2*10° Zellen der Linie 293 pro well ausgeséat. Der Plaque-verdachtige Be-
reich einer 94mm-Zellkulturschale wurde samt Agarose mit Hilfe einer steri-
len 1ml Filtertips ohne Spitze in ein Eppendorf-Tube Uberfihrt und mit 1ml
HGDMEM bei -80°C eingefroren. Das Tube wurde anschlielend im Wasser-
bad bei 37°C moglichst schnell aufgetaut, noch zweimal im Trocken-
eis/Ethanol-Bad schockgefroren und im Wasserbad wieder aufgetaut. Da-
durch sollten die infizierten lytischen Zellen aufgebrochen und die enthalte-
nen Viren freigesetzt werden. Die Agarose und der Zellrest wurden durch
Zentrifugation Uber 2 min bei 500 rpm entfernt. Nachdem das Medium von
den Zellen der 24-well-Plates abgesaugt war, wurde 400 ul des virenhaltigen
Uberstandes eines Plaques in ein Well der Plate gegeben und fur 1h bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Nach Zugabe von 600 uyl Komplettmedium
erfolgte weitere Inkubation. Nach 1-5 Tagen war bei Anwesenheit eines Virus
die vollstandige Lyse des Zellrasens zu erwarten. Bei positivem Ergebnis
wurde der Inhalt der Wells in Eppendorf-Tubes Uberfiihrt und das Zellpellet
nach Zentrifugation tber 5min bei 2500 rpm fir die Infektion gro3erer Zell-
mengen weggefroren. Der Uberstand wurde zum Test auf die Genexpression

der entstandenen Viren separat eingefroren.

3.4.5. Amplifikation und Aufreinigung von Adenoviren

A) Amplifikation

Das Zellpellet des CPE-Assay wurde in 2 ml HGDMEM aufgenommen und
zum Aufschlie3en der Zellen einem dreimaligen Zyklus von Schockfrieren in
Trockeneis/Ethanol-Bad und Auftauen im Wasserbad bei 37°C ausgesetzt.

Nach Abzentrifugation der Zelltrimmer (2500rpm fur 5min) konnte mit dem
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Uberstand eine 94mm Zellkulturschale infiziert werden, die vorher bis zu ei-
ner Konfluenz von 90-95% mit 293-Zellen kultiviert wurde. Dazu wurde das
Medium der Zellen abgesaugt und mit den 2ml virushaltigem Uberstand des
CPE-Assays fir 1h inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand wieder ab-
gesaugt und durch 10ml Komplettmedium ersetzt. Nach 48 h Inkubation im
Brutschrank wurde der Zellrasen der Schale vollstandig lytisch, von der
Schale abgespult und in einem 50ml Falcontube gesammelt.
Die Zellen wurden analog zum Zellpellet des CPE-Assays aufgeschlossen
und mit dem Uberstand zwei 144mm Kulturschalen 293-Zellen infiziert. Mit
dem Uberstand der beiden Schalen wurden nun ihrerseits 16 144mm Scha-
len infiziert und schlieRlich mit deren Uberstand zweimal 50 144mm Schalen
infiziert. Nach kompletter Lyse der Zellen auf den Schalen wurde das Zellpel-
let aller 2*50 Schalen in 4 50ml Falcontubes mit je 1ml PBS (ohne Ca*" und
Mg**) gesammelt und bei -80°C eingefroren.
B) Aufreinigung
Die Zellpellets von 50 Schalen wurden einem dreimaligen Zyklus von Einfrie-
ren im Trockeneis/Ethanol-Bad und Auftauen im 37°C warmen Wasserbad
zugefuhrt. Anschlie3end wurden die Pellets in einem 50ml Falcontube ge-
sammelt und das Volumen mit PBS (ohne Ca?* und Mg?*) auf 36ml Volumen
erganzt. Um den Uberstand vom Detroitus der Zellen zu befreien wurden
zwei Zentrifugationen fur jeweils 5 min bei 2500 rpm durchgefuhrt, wobei je-
weils der Uberstand in ein neues Tube Uberfiihrt wurde.
Es wurden drei CsCl-Lésungen unterschiedlicher Dichte hergestellt:
a) 25,3 g CsCl in einem Volumen von 50 ml PBS (ohne Ca*" und
Mg**) ergab eine Dichte von 1,5 g/ml,
b) 30 ml von a) auf ein Endvolumen von 42 ml PBS (ohne Ca*" und
Mg**) aufgefiillt ergab eine Dichte von 1,35 g/ml,
c) 11 ml von b) auf ein Endvolumen von 11 ml PBS (ohne Ca*" und
Mg**) aufgefiillt ergab eine Dichte von 1,25 g/ml.
Die Dichten wurden mittels Wiegen und gegebenenfalls Auffillen mit PBS
(ohne Ca* und Mg?*) mit einer Toleranz von 0,005 g/ml auf die Vorgaben
eingestellt. Aus den Lésungen wurde ein Stufengradient hergestellt, indem
0,5 ml der Losung mit der Dichte 1,5 g/ml zuerst mit 3,0 ml der Lésung b)
und anschlieBend mit 3,0 ml der Lésung c) in 6 14 x 95mm
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Zetrifugenrohrchen tberschichtet wurde. Auf den Stufengradienten wurden je
Rohrchen 6 ml des zwischenzeitlich auf Eis gelagerten Uberstandes des vi-
renhaltigen Zelllysates vorsichtig pipettiert. Die R6hrchen wurden mit PBS
austariert, in den Rotor SW 40Ti gehangt und in die Ultrazentrifuge ver-
bracht. Dort wurden die viralen Partikel in einer ersten Zentrifugation tber 1 h
im Vakuum bei 34.000 rpm und 10°C von Zellresten und leeren viralen
Kapsiden getrennt. Nach der Zentrifugation war das Virus in einer blau-
weil3lich schlimmernden Bande an der Grenzschicht zwischen der 1,25- und
der 1,35-dichten Losung sichtbar. Mit Hilfe einer sterilen Kanile und einer
5ml Spritze wurde das Zentrifugenréhrchen punktiert und die Bande in etwa
0,5ml Volumen abgenommen. Die gesammelten Banden der 6 Rohrchen
wurden in einem Falcontube gepoolt, mit CsCIl-Lésung der Dichte 1,35 g/ml
auf 24 ml Volumen aufgefullt und auf zwei weitere Zentrifugenrohrchen ver-
teilt. Nach Austarieren wurden die Rohrchen wieder in die Ultrazentrifuge
verbracht und fir 20-24 h im Vakuum bei 35.000 rpm und 10°C ein zweites
Mal zentrifugiert. Dabei bildete sich in den Roéhrchen ein kontinuierlicher
Dichte-Gradient in der CsCI-Lésung aus, welcher eine feinere Reinigung der
Viren ermdglichte. Anschliel3end konnte die Virusbande wieder durch Punkti-
on aus den Rohrchen gewonnen werden (siehe Abb. 12).

Um die CsCl-Lésung vollstandig aus der Virenlésung zu entfernen, wurde
eine Dialyse der Losung durchgefuhrt. Dazu wurde die Viruslésung zwischen
die Membranen eines Slide-A-Lyzers gespritzt und fur 24h gegen Dialyse-
Puffer (siehe unten) lichtgeschutzt bei 4°C dialysiert. Der Dialyse-Puffer wur-
de standig mit einem Magnetrihrer durchmischt und alle 8 Stunden gewech-
selt.

Im Anschluf® an die Dialyse wurden die Viren mit einer Kanule aus dem Sli-
de-A-Lyzer geborgen und in 200ul-Portionen in Eppendorf-Tubes erst im
Trockeneis/Ethanolbad schockgefroren und schlieZlich bei -80°C lichtge-

schutzt gelagert.

Dialyse-Puffer 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM MgCl,
10% Glycerin
autoklaviert
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gekuhlt auf 4°C

3.4.6. Plague-Assay zur Titration der Viren

Zur Ermittlung der Menge an infektibsen Partikeln einer Virusaufreinigung
wurde ein Plaque-Assay durchgeftihrt. Mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe wur-
de der Titer ermittelt, angegeben in der Einheit pfu/ml.

Dazu wurden 293-Zellen auf 20 60mm Gewebekulturschalen ausgesat, so
dass die Zellen zu Beginn des Versuchs eine Konfluenz von 90-95% aufwie-
sen. Es wurden 200yl der Viruslésung in 1,8ml Komplettmedium (ohne FCS)
verdunnt (1:10). Davon wurde eine serielle Verdiinnungsreihe erstellt, in dem
immer 200ul der vorhergehenden Verdinnung mit 1,8ml FCS-freien Medium
vermengt wurden bis zu einer Verdiinnung der Stammlésung von 1:10*2. Die
vorbereiteten 60mm Schalen mit 293-Zellen wurden mit PBS (ohne Ca** und
Mg**) gewaschen und nach Absaugen des PBS mit 0,5 ml Virusverdiinnung
iiberschichtet. Die Verdiinnungen 10° bis 10 wurden auf je zwei Schalen,
im Bereich von 10® bis 10" auf je drei Schalen gegeben. Zwei Schalen wur-
den als Negativkontrolle nur mit je 2ml FCS-freiem Medium versehen. Alle
Schalen wurden nach vorsichtigem Schwenken in den Brutschrank verbracht
und bei 37°C und 5% CO, fur eine Stunde inkubiert. Dabei wurde alle 10-15
min. die Virusldsung durch vorsichtiges Schwenken auf den Zellen gleich-
maRig verteilt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der virenhaltige Uber-
stand abgesaugt und die Schalen vorsichtig mit 8ml Agarose-Overlay Uber-
schichtet. Die Zubereitung des Agarose-Overlays entsprach der Losung fur
die Uberschichtung der 293-Zellen nach Transfektion mit Plasmiden. Nach
Erstarren der Agarose wurden die Schalen weiter bei 37°C und 5% CO; im
Inkubator aufbewahrt. Nach 7 Tagen erfolgte eine weitere Uberschichtung
der Zellen mit nochmals 5ml Agarose-Overlay.

Nach 10 und 14 Tagen wurden die Platten auf das Vorhandensein von
Plaques untersucht. Die Anzahl der Plaques wurde auf den Schalen ermittelt.
Es wurden die Schalen mit den Verdinnungen fir die Auswertung ausge-
wahlt, auf denen zwischen 30 und 300 Plaques entstanden waren. Zur Be-

rechnung des Titers wurde folgende Formel angewandt:
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(durchschnittliche Anzahl von Plagues auf der Schale) * (Verdinnung der
Viruslosung der Schale) / (0,5ml Volumen der Viruslésung der Schale) =

Plaque forming Units (pfu) / ml

3.5. Expressionsnachweis in vitro

3.5.1. Infektion

Zur Herstellung von Lysaten wurden Zellen der Linie HepG2 in die Wells ei-
ner 6-well-Plate ausgesat, so dass sich in jedem Well 1¥10° Zellen befanden.
Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank waren die Zellen adharent und
bildeten einen Monolayer in den Wells. Es wurden Verdiinnungen der Viren
mit Komplettmedium ohne FCS hergestellt, wobei fir eine multiplicity of
infection (m.o.i.) von 1 die Zahl der infektiésen Partikel der zu infizierenden
Zellen entsprechen musste. Es kamen m.o.i. von 1,3,10,30,100 und 300 zum
Einsatz. Die Virusverdinnungen wurden so angesetzt, dass jeweils drei
Wells mit je 500 pl nach Absaugen des Mediums in den Wells infiziert wer-
den konnten. Nach einer Stunde Inkubation im Brutschrank wurden die Vi-
rusverdiinnungen abgesaugt und durch 2ml Komplettmedium mit FCS er-

setzt.

3.5.2. Herstellung von Lysaten

48h nach Infektion der Zellen im Brutschrank wurde der Uberstand der Zellen
abgenommen und bei -80°C eingefroren. Es wurde 1ml kaltes PBS hinzuge-
geben, die Zellen mit einem Zellschaber von Boden des Wells gekratzt und in
Eppendorf-Caps uberfuhrt. Nach Zugabe von nochmals 0,5ml kalten PBS in
die Wells wurde der Rest der Zellen abgekratzt und in die Eppendorf-Caps
gegeben. Nun wurden die Caps bei 300 rpm und 5°C fur 5 min. zentrifugiert.
Die Uberstande wurden abgesaugt und die Zellpellets in je 100 ul CCLR (1x)
durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Nach 10 min Inkubation der Ep-
pendorf-Caps auf Eis wurde nochmals flr 10 min. bei 13500 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Die Uberstande wurden von den Pellets getrennt und alles

bei -80°C eingefroren.

35



3 Material und Methoden

3.5.3. Proteinassay

Zur Bestimmung der Proteinmenge von Lysaten wurde der DC Proteinassay
von Biorad verwendet. Durch Zugabe von 20 ul Reagenz S zu jedem der fur
den Assay bendtigten ml Reagenz A wurde die Arbeitslésung A’ unmittelbar
vor dem Assay hergestellt. Es wurden Protein-Eichldsungen mit einem BSA-
Standard in CCLR (cell culture lysis reagent) (1x) hergestellt in den Protein-
konzentrationen 1,5 mg/ml, 1,0 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml,
0,125 mg/ml und 0 mg/ml. Je 5 ul der Standard-Lésungen und der Proben
wurden in eine 96-well-Plate pipettiert, die Standards in Doppel-, die Proben
in Dreifach-Werten. Es wurden nacheinander je 25ul Reagenz A’ und je
200yl Reagenz B in jedes Well pipettiert, die Luftblasen anschlie3end mit
einer sauberen Pipettenspitze entfernt. Nach 15 min. Inkubation bei RT konn-
ten die Absorptionen bei 750nm ermittelt werden.

Mit den Absorptionen der Proteinstandards wurde eine Eichkurve erstellt an-
hand derer der Proteingehalt der Proben errechnet werden konnte.

3.5.4. Luciferase-Assay

Zum Nachweis der Aktivitat der Adenoviren wurde ein Markergen in die Ex-
pressionskassette der Vektoren kloniert. Es kam dabei das Gen des Enzyms
Luciferase zum Einsatz, eines der am haufigsten verwendeten Reportergene
(Naylor 1999). Es handelt sich um die modifizierte Version der Luciferase
cDNA des Leuchtkéfers Photinus pyralis (de Wet et al. 1985). In der Anwe-
senheit von ATP, O, und Mg?* katalysiert Luciferase unter Lichtemission
(562nm) die oxidative Decarboxylierung von D-(-)Luciferin (Bronstein et al.
1994). Zur Messung der Enzymaktivitat wurde das Luciferase Assay System
(Promega) verwendet.

Die Uberstande der Zelllysate wurden auf Eis aufgetaut. Das Luciferase As-
say Reagent wurde in dem Luciferase Assay Buffer aufgelost und lichtge-
schitzt auf Eis gelagert. Zur Messung der Proben wurden 20pul Lysat in ein
Luminometer-Tube gegeben. Im Luminometer wurden 100pl Luciferase As-
say Reagent dazugegeben und nach 2 sek. Intervall fir 10 sec. die Aktivitat

der Luciferase bestimmt.

36



3 Material und Methoden

3.5.5. Sequenzierung der Schnittstellen

Der genotypische Expressionsnachweis wurde durch eine Sequenzierung
der Schnittstellen der Expressionskassette durchgefiihrt. Dazu wurde die
DNA aus virushaltigem Zellkulturiberstand aufgereinigt, durch PCR die
Schnittstellenbereiche ampilifiziert und anschlieend sequenziert.

A) Isolation der viralen DNA im CPE-Uberstand

Die Isolation der adenoviralen DNA erfolgte in der vorliegenden Arbeit durch
das Qiamp Blood Kit. Die viralen Kapsidproteine wurden hierbei durch SDS
denaturiert und durch Protease K verdaut, so dass die virale DNA durch
Zentrifugation an eine mit Silicagel beschichtete Membran gebunden und
durch einen pH-Umschwung eluiert werden konnte. Sie diente der PCR-
Amplifikation als Matrize.

400 pl aus dem Zellkulturiiberstand der lytischen 293-Zellen wurden zur Iso-
lation eingesetzt. Die Isolation der adenoviralen DNA erfolgte nach den Pro-
tokollen des Herstellers (Qiagen).

B) PCR-Amplifikation und Sequenzierung

Die verwendete Methode basierte auf dem Prinzip des Kettenabbruchs- bzw.
Didesoxynucleotidverfahrens (Sanger et al. 1977).

Der Sequenzierungsansatz bestand aus der aus dem Zellkulturiiberstand
aufgereinigten DNA, 15 pMol des jeweiligen Primers, 2 ul BigDye Terminator
Cycle Sequencing Mix und 6ul 2,5x Sequencing Buffer. Es wurde folgendes

Sequenzierungsprogramm im Thermozykler durchgefihrt:

25 Zyklen:

96°C 10 sek.
50°C 5 sek.
60°C 4 min.

Anschlieend wurde der Reaktionsansatz in einem Standard 1,5 ml
Eppendorftube mit 80 pl 0,3 M Natriumacetat aufgefullt, mit 300ul Ethanol
versetzt und funf min. bei RT inkubiert. Durch zehnminutige Zentrifugation
bei 13k rpm wurde die DNA pelletiert und anschlie3end luftgetrocknet.

Die Sequenzierung erfolgte durch das Institut fir Medizinische Mikrobiologie
und Immunologie des UKE. Es wurde sowohl die Sense, als auch die

Antisenseorientierung sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden auf
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Kongruenz untereinander und auf Kongruenz mit der errechneten Sequenz
untersucht.
Verwendete Primer (MWG-Biotech):
Sense-Orientierung:
Primer 1: 5-CTT CGA CGC AGG TGT CG-3’
Primer 2: 5-ACA ACG TCT GTA GCG ACC-3
Primer 3: 5-GAA CAG AGG AAG ACG CG-3
Antisense.Orientierung:
Primer 1: 5-AAG GGT CGC TAC AGA CG-3'
Primer 2: 5-TTG AGT TGT TTT GCA TTT TAT CTA GC-3’
Primer 3: 5-ATC GAT GTC GAC TCG AGG-3’
Mit diesem Primer-design konnten die Ubergange zwischen den ORFs der

Luciferase, der IRES und dem m144 gepruft werden.

3.6. Expressionsnachweis in vivo

3.6.1. Haltung der Versuchstiere

Fir die Tierversuche wurden weibliche Mause der Gattung balb/c verwendet.
Dabei handelt es sich um immunkompetente Mause mit weil3em Fell. Die
Tiere wurden von dem staatlich anerkannten Versuchstierziichter (Charles
River Deutschland GmbH, Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die Experimente
wurden gemalfd Tierschutzbestimmungen in dafir ausgewiesenen Raumen
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter S2-
Sicherheitsbedingungen nach dem Gentechnikgesetz durchgefihrt. Die Tiere
wurden in Gruppen zu 6 Tieren unter Standard-Bedingungen gehalten und
wadchentlich umgesetzt. Sie erhielten Trinkwasser ohne weitere Zusatze und
Ubliches Futter fir Nagetiere. Zur Differenzierung der einzelnen Tiere einer

Gruppe wurden die Tiere durch Stanzen von Ohrlchern markiert.

3.6.2. Durchfuihrung der Tierversuche

Die Virusdosen wurden den Mausen systemisch Uber die paarig angelegte
Schwanzvene injiziert. Die Mause wurden einzeln aus den Kafigen genom-
men, gewogen und in eine Injektionsrohre gebracht. In dieser R6hre konnte

die Maus fixiert werden und durch eine Offnung an der sicher verschlieRBba-
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ren Klappe war ihr Schwanz frei zuganglich. Dadurch war ein sicherer Halt
der Maus gewahrleistet, um die Injektionen vornehmen zu kénnen.

Zur Injektion des gewlinschten Volumens der Viruslésung wurde eine Hamil-
ton-Glasspritzen mit 100 pl Injektionsvolumen verwendet. Diese wurden Uber
Nacht in eine 70%ige Ethanollésung gelegt und anschlie3end fur 24 h in PBS
gereinigt. Zur Punktion wurden s.c.-Kanulen verwendet. Die Viruslosung
wurde in die Spritzen aufgezogen, die Kanule fest aufgesetzt und entliftet.
Zur Erleichterung der Venenpunktion wurde der Schwanz der in der Injekti-
onsréhre fixierten Maus in etwa 40°C warmes Wasser getaucht. Durch die
Warmewirkung wurde eine gute Dilatation der Venen fir ein paar Minuten
erreicht. Es konnte nun eine der Schwanzvenen punktiert und das Zielvolu-
men langsam appliziert werden. Nach Erreichen des Zielvolumens wurde die
Kantulenspitze noch einen Moment in der Vene belassen, damit die applizier-
te Virusdosis nicht durch den austretenden Blutstropfen verkleinert wurde.
Nach Ablauf der Versuchsdauer fir die entsprechenden Tiergruppen wurden
die Tiere terminiert. Dazu wurden sie in einem groRen Glasgefal3 einem
Gasgemisch aus 80% Kohlendioxid und 20% Sauerstoff ausgesetzt. Dadurch
wurde nach wenigen Minuten Exposition eine kurze Narkose der Mause er-
reicht. Wahrend dieser konnte eine cervikale Dislokation durchgefiihrt wer-
den. Es wurde nun eine Laparatomie durchgefiihrt und die Leber vorsichtig
herausprapariert.

Bei einem Teil der Mause wurde ein Leberlappen in verschlieBbaren Rea-
genzrohrchen durch Formalin fixiert. Der Rest der Leber wurde in Reagenz-
réhrchen durch Trockeneis/Ethanolbad schockgefroren. Anschlielend wur-
den die Lebern bei -80°C gelagert. Es wurde das Lebergewicht der einzelnen
Leberteile ermittelt und zum Gesamtlebergewicht der jeweiligen Maus zu-

sammengefuhrt.

3.6.3. Herstellung von Lysaten aus Lebergewebe

Um die Aktivitat der Luciferase in dem Lebergewebe zu ermitteln wurden die
Lebern auf Eis langsam aufgetaut. Es wurde in jedes Rohrenchen das drei-
fache Volumen CCLR(1x) hinzugefuigt. Mit Hilfe eines UltraTurrax wurden die
Lebern homogenisiert. Der Stab des UltraTurrax wurde, um Kontaminationen

zwischen den einzelnen Proben zu vermeiden, mit 1IN NaOH, absoluten
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Ethanol und A.dest gereinigt. Anschlie3end wurden die Tubes mit den ho-
mogenisierten Lebern bei 5000 rpm und 4°C fir 10 min abzentrifugiert. Nun
wurden je 1,5 ml des Uberstandes in je ein Eppendorf-Cap tberfihrt. Es folg-
te eine weitere Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C fiir 20 min. Die Uber-
stande wurden nochmals in neue Eppendorf-Caps uberfiihrt und bei -80°C

fur die Luciferasebestimmung aufbewabhrt.

3.6.4. Luc-Assay

Die Uberstande der Leberhomogenate wurden auf Eis aufgetaut. Das
Luciferase Assay Reagent wurde im Luciferase Assay Buffer aufgelost und
lichtgeschutzt auf Eis gelagert. Zur Messung der Proben wurden 20pl Lysat
in ein Luminometer-Tube gegeben. Im Luminometer wurden 100yl
Luciferase Assay Reagent dazugegeben und nach 2 sek. Intervall fur 10 sec.

die Aktivitat der Luciferase bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.1. Klonierung der Plasmide
Es wurde der ORF (open reading frame) des ml44 aus dem Vektor

pcDNA3mM144 mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und Notl verdaut.

12345

Lane |Plasmid/Marker |Enzym | GroRRe (bp)
1 Bo VI
2/4 pcDNA3m144 Xba | 5369
1209
3/5 pcDNA3m144 6578

Abbildung 3: Kontrollverdau pcDNA3m144 mit Xba |
Nach gelelektrophoretischer Trennung der Fragmente wurde das 1209 bp
gro3e Fragment des ORF isoliert. Das Plasmid pIRES wurde ebenfalls mit
Xbal und Notl verdaut und aufgereinigt. Nun konnte das ml44 durch
Ligation hinter die IRES eingefiigt werden und es entstand das Plasmid
pIRESm144. Die Plasmide mehrerer Ampicillin-resistenter Kolonien wurden
durch Verdau mit den Restriktionsendonukleasen Xhol und Xbal getestet und
ein vielversprechender Klon zur weiteren Analyse ausgesucht. Die Korrekt-

heit des Klones konnte dabei bestétigt werden.
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CMV
_—— Xho |
v
IRES
pIRESm144 |
7300 bp

m144°

S Not |

Abbildung 4:

1 2 3 4 95

Plasmidkarte pIRESm144

Lane |Plasmid/Marker | Enzym GroRe
(bp)

1 Bo VI

2 pIRESm144 unverdaut | 7266

3 pIRESm144 Xho | 7266

4 pIRESm144 Xba 7266

5 pIRESm144 Xho | 6625
Xba | 641

Abbildung 5: Kontrollverdau pIRESm144
Aus dem Vektor pGL3basic wurde durch Verdau mit Xbal und Sacl das luc-

Gen isoliert und in den Klonierungsvektor pBS zwischenkloniert und der Vek-

tor pBS-luc generiert. Dieser Schritt war notwendig, um das Luciferase-Gen

mit Schnittstellen der Restriktionsendonuklease Xhol auf beiden Seiten zu

flankieren.
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1 2 3 4 5

Lane |Plasmid/Marker | Enzym Grole
(bp)
1 Bo VI
2/4 pBS-luc Sac | 2941
Xba | 1732
3/5 pBS-luc 4673

Abbildung 6: Kontrollverdau pBS-luc Xbal Sacl
Durch Verdau mit Xhol konnte das Gen wieder aus pBS-luc isoliert werden,
in den ebenfalls mit Xhol geschnittenen Vektor pIRESm144 eingefligt wer-
den und das Plasmid pluclRESm144 entstand. Zur Kontrolle der richtigen
Orientierung des Luciferase-Gens wurde der pluclRESm144 zur Kontrolle mit
Bgl Il verdaut. Bei richtiger Orientierung ergaben sich Fragmente von der
GroRRe 1097 und 7939 bp, bei falscher Orientierung 2860 und 6176 bp. Es

konnte schlief3lich ein Klon mit der richtigen Orientierung gewonnen werden.

Xho |

CMV
\F Bal I
S

Luc
pluCIRESmM 144
9039 bp

IRES . Xho |

Sv40 poly A 83
. M1ddggl ™\ Xba |

Not |

Abbildung 7: Plasmidkarte pluclRESm144
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1 2 3 4 5

Lane |Plasmid/Marker Enzym | GroRe
(bp)

1 Bo VI

2 p(-)luclRESm144 |Bgl Il 6176
2860

p(-)luclRESm144 9036

4 pluclRESm144 Bgl Il 7939
1097

5 pluclRESm144 9036

Abbildung 8: Kontrollverdau pluclRESm144
Aus diesem Klon wurde mit Hilfe von Notl und Bglll die Expressionskassette
mit dem Luciferase-Gen, der IRES-Verbindung und dem m144 ausgeschnit-
ten und aufgereinigt. AnschlieBend wurde die Expressionskassette in den
Vektor pAd.CMVpA Kkloniert. Der so gewonnene Vektor pAd.CMV-
luvIRESm144pA enthielt nun die Expressionskassette, den CMV-Promotor
und die homologen Sequenzen, die fur die Rekombination bei der Virusent-

stehung notwendig waren.

l -BamH 1/Bgl I

CMmV luc

7 Xhal

B Y

M144

Kbal

Ad CMV-luclRESm 144
11331 bp

Abbildung 9: Plasmidkarte pAd.CMV-luclRESm 144
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1 23 45 6 7 8

Plasmid/Marker | Enzym | Grole
(bp)

Bo VII

Bo Il

pAd.CMV- Kpn | 11317

luclRESm144

pAd.CMV- Sac | 4995

luclRESm144 4319
2003

pAd.CMV- Sal | 9168

luclRESm144 1334
770
45

pAd.CMV- Xba | 8197

luclRESm144 2416
704

Abbildung 10: Kontrollverdau pAd.CMV-luclRESm144

4.2. Herstellung der adenoviralen Vektoren
Die beiden bendétigten Plasmide pAd.CMV-luclRESm144 und pBHG10 wur-

den in je 4 Litern E.coli-Kultur in LB-Flissigmedium vermehrt und tiber Maxi-
praparationen aufgereinigt. Mittels Prézipitation mit Ca®* wurde die DNA in
293-Zellen eingeschleust. Die Zellen enthielten die E1-Region des
adenoviralen Genoms stabil transfiziert. Die beiden Plasmide pAd.CMV-
luclRESm144pA wurden in aquimolaren Verhéltnis eingesetzt, auf 900ul pro
Ansatz mit A.dest verdinnt und mit 100,0 ul Calciumchlorid-Lésung versetzt.
Es ergab sich ein Gesamt-DNA-Gehalt von 25,1 yg pro Ansatz. 20 Schalen
wurde je mit einem Ansatz der Calcium-Prazipitat-Losung fir 4,5h inkubiert,
anschlieBend wurden die Schalen mit je 20 ml einer 0,5% Agarose-LAosung
uberschichtet und weiter inkubiert. Es wurde aul3erdem eine Schale mit einer
Calciumlosung ohne DNA als Negativkontrolle mitgefiihrt. Zur Einschatzung
der Transfektionseffizienz wurde eine Schale mit 20 uyg pRC.CMV.B-GAL per
Ca’*-Prazipitation transfiziert und am Folgetag nach B-Gal gefarbt. Dabei
ergab sich fir den Versuch eine eher unterdurchschnittliche
Transfektionseffizienz von etwa 6%.

In den Zellen in die durch Endozytose beide Plasmide aufgenommen wur-
den, konnte eine Rekombination der DNA erfolgen und so ein E1-/E3-
defizientes Adenovirus entstehen. Unter der Agaroseschicht konnten die
durch Zelllyse freigesetzten Viruspartikel nur die direkt umgebenen Nachbar-
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zellen infizieren und so einen durch die veranderte Zellmorphologie der

lytischen Zellen erkennbaren Plague verursachen.

VR

Abbildung 11: Adenovirale Plaques

Nach 11 Tagen wurde auf einer der 20 Schalen eine solche Plaque entdeckt
und nach zwei Tagen weiterem Wachstums von der Platte gepickt. Es wurde
ein CPE-Assay durchgefuhrt und nach 50 Stunden waren die Zellen vollstan-
dig lysiert. Aus dem Uberstand des CPE-Assays lieR sich erfolgreich
Luciferase nachweisen.

Das Virus wurde Uber Zellkultur amplifiziert und dabei wurde bei jedem
Schritt die Luciferase-Aktivitat des Kulturiiberstandes tberprift. Die Uber-
stande der 100 Schalen wurden uber Ultrazentrifugation mit einem CsCI-
Stufengradienten und einem kontinuierlichen CsCI-Gradienten sowie an-
schlieRender Dialyse aufgereinigt. Es konnten schlief3lich etwa 10 ml Viruslo-

sung gewonnen und eingefroren werden.

Abbildung 12: Virusbande nach der Ultrazentrifugation. Es ist die untere blaulich wei-
Be Virusbande (A) zu erkennen. Darliber findet sich eine schwache Bande mit leerem
Viruskapsiden (B) und ganz oben Zelldetritus/Zellproteine (C).

Das Virus Ad.CMV-luc war im Labor schon vorhanden und sollte als Kontroll-
vektor in den nachfolgenden Experimenten dienen. Um ausreichende Men-
gen fur die Versuche zur Verfiigung zu haben, wurde parallel ebenfalls eine
Amplifikation durch Zellkultur durchgefuhrt und nach anschlieRender

Aufreinigung konnte eine Ausbeute von 8ml Viruslésung erzielt werden.
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AnschlieRend wurde der Titer beider Viruslésungen durch Plaque-assays
bestimmt. Es wurden 60mm-Zellkulturschalen mit 293-Zellen mit seriellen
Virusverdiinnungen infiziert und durch Uberschichtung mit Agaroselésung
fixiert. Nach 10 Tagen konnten die Titer nach Auszéhlen der entstandenen
Plaques unter der Agaroseschicht und unter Beriicksichtigung der Verdin-

nung der Viruslosung ermittelt werden.

Tabelle 3: Titration von Ad.CMV-luclRESm144 und Ad.CMV-luc

Ad.CMV-luclRESm144
Exponent Mittelwert
Verdin-
nung
8 33 |32 30 31,6
9 3 3 8 4,6
10 1 0 1
11 0 0 0
Titer: 6,3 * 10e9 p.f.u./ml
Ad.CMV-luc
Exponent Mittel-
Verdin- wert
nung
7 >10 | >10 |>10
0 0 0
8 9 6 3 6
9 3 2 0 1,67
10 0 0 0
Titer: 1,2 * 10e9 p.f.u./ml
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4.3. Expressionsnachweis in vitro
Zur Charakterisierung der Adenoviralen Vektoren wurden HepG2-Zellen mit

den Vektoren Ad.CMV-luclRESm144 und Ad.CMV-luc infiziert. Es wurden
jeweils 1*10° Zellen pro well einer 6-well-plate in halb-logarithmischen auf-
steigenden Schritten mit Viren infiziert, wobei die Anzahl der infektiosen Par-
tikel in Verhaltnis zu den zu infizierenden Zellen gesetzt wurden (m.o.i). Es
wurde jede m.o.i. in dreifacher Ausfuhrung durchgefihrt. Nach einer Infekti-
onszeit von 48 h wurden aus den Zellen Lysate hergestellt und die Aktivitat
der Luciferase im Uberstand ermittelt. AnschlieBend wurde der Proteingehalt
der Lysate durch einen Proteinassay ermittelt, um die Luciferaseaktivitat der
Proben auf das Gesamtprotein beziehen zu kénnen. Dabei konnte gezeigt
werden, dass beide Viren in HepG2 Uber den gesamten Dosisbereich nicht

signifikant unterschiedliche Mengen Luciferase exprimieren.

Luciferase-Assay in HepG2

1E+8

1E+7 4+ ®Ad.CMV-luc =1

] OAd-CMV-luclRESm144
1E+6 [

1E+5 - —

1E+4 | o

! 1 I
1E+2 -
Luciferase 0,1 0,3 1 3 10 30

pg/mg Protein moi
in 1*10°% Zellen

Abbildung 13: Luciferase-Assay in HepG2
Aus dem virushaltigen Uberstand der infizierten 293-Zellen wurde die virale
DNA extrahiert. Durch PCR wurden die den ORF des m144 flankierenden
Bereiche des viralen Genoms amplifiziert und anschliel3end sequenziert. Da-
bei konnte der ORF des m144 erfolgreich in viralem Genom nachgewiesen

werden.
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Xba | Start m144
CAC AAC CCG GGATCC TCTAGAATG AGG GCT CTG GCG CTGATATGC GTG GTGTGG GTG TGT
TGG CGA GAGAGT TGC GCT CGC CAC GGG ACA GAG GAC TCGTCC GAG TCC GGA CTG CGG
TAC GCATACACG TTG GTG GTC GAC GGC ACC GCAAATACG CGC CGTTGT TTT GGG ACC GGA
CAC GTC GAC GGG GAA GCC TTT GTG GGA TAC TCC AAT AAC AAG ACA CAC GGG ATC GGTAGA
TGG GTG AAC GCATCT CAC GTA GAG GAA GAG AAC AAA GAG TTC GTG AGG CAG TGT AAG GAA
CTG CAA GCC GAG CTA GAT AAAATG CAAAAC AAC TCAAAG GTG ATC GGC GTCAAGACC GTA
CAACTA GAC GTC GGT TGT ACATCT AAG ATC GAG AAA CAT TAC GCG TAT GAC GGC AAC GAA
ACC GAG GAT GAT ACG GCT ACG TCC GCC AGT GAA CGA GAC CGT GAC TGT CAG AAAAAA CTA
ACT GAA TAT AGG AAA CTC GTA CTC GCG TCC GCC GTATCA CCA CAG CTG GAA GTC GAG AGA
CGG TCC TCG GGT CGC GAG GGC GGC ATGAGA CTACGG TGT TTC GCT AGG GAC TAC TAT CCC
GCC GAT TTA GAG ATT CGG TGG TGG AAA GAT GAT GGC GGT GGT GGT GCG CTG CCT CAAACG
TCAAAA CAA CAC CAC GAC CCG CTACCG TCC GGT AAC GGG CTC TAC CAAAAA CAT ATC GAC
GTC TAC GTG GAC GGA GGC TTG GAG CAC GTG TAC TCG TGT CGA GTC AAG GGT ATC GCGACC
AAG CTC GAA CTG CAG ATC GTG AGG TGG AAG GGC TAC GCGAGA GGC GCG GGG AAC TCG
GTC GTC CTG TTG GCC CTG TTC ATA CCC GCGAGC GTC ATG GCG GCG GTC GTG GTC GGT
AGC GTG TTG ATA CGG AAG AAG AGC AAG GAA CAG AGG AAG ACG CGT AGG AGG TTC GGA
CGG CGC TCG GGA CAG GAG TCT AAACGG CCG TCC TAC CAG GTG AAG AGA CGC GCG GAA
CCG CCATGC GAC CTA CCGATGACCATC TGG TTC CGC GGC GAC AAC GTG ATG AGC ACT CAG
GTC GAG GCC TGT CCG GCG TAT GCC GTC ACGATG TCC GCC CGC GAG TTG TCG GAC GCC

Ende m144 EcoRlI
TGG TCG AAC GGG GAC GGT CCGATC GTC ACG GTC CCG GAT CCCAGC ATT TGAATT CTG CAG

EcoRV Not |
ATATCC ATCACACTG GCG GCC GCTCGAGCATGCA

Abbildung 14: Sequenzierung der Schnittstellen der ORF m144
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4.4. Expressionsnachweis in vivo
Zum Nachweis der Luciferaseexpression in vivo wurden immunkompetente

balb/c-M&use mit je 1¥108 p.f.u. Ad.CMV-luclRESm144 systemisch (iber In-
jektion in die Schwanzvene infiziert. Es wurden je 12 Tiere fur einen Zeit-
punkt infiziert. Die Tiere wurden nach 3, 7 und 14 Tagen durch zervikale Dis-
lokation terminiert. Es wurden die Lebern herausprapariert und gewogen, ein
Leberlappen zur histologischen Untersuchung in Formalin fixiert, ein weiterer
Leberlappen homogenisiert und auf Luciferaseaktivitat untersucht. Die
Luciferaseaktivitat wurde bezogen auf das Lebergewicht in Gramm. Es konn-
te die Funktionalitdt des Virus in Bezug auf die Expression von Luciferase in

dem gewonnenen Lebergewebe nachgewiesen werden.

Luciferaseexpression in vivo
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=
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3 1E+3 : : :
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Ad.CMV-luclRESm144 241949 1021482 89590

Zeitpunkt

Abbildung 15: Luciferase-Assay in vivo
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5. Diskussion

Eine  wesentliche  Einschrankung bei der Verwendung von
Adenovirusvektoren fur die Gentherapie somatischer Erkrankungen ist, dass
die Transgenexpression in den meisten Geweben nach spétestens 4-6 Wo-
chen signifikant abfallt (Barr et al. 1995; Davidson et al. 1993). Die Hauptur-
sache hierfur liegt neben der fehlenden Integration in der zellularen Immun-
antwort gegen die ebenfalls exprimierten adenoviralen Proteine (Yang et al.
1994; Yang et al. 1995). Zum einen fuhrt die Infektion durch Adenoviren zu
einer Aktivierung von NK-Zellen durch Induktion von INF-y (Ruzek et al.
2002). Die genauen Mechanismen der Zytokininduktion sind noch nicht be-
kannt. Des Weiteren wird durch die MHC-I-Komplex-vermittelte Prasentation
der adenoviralen Proteine ein Angriff der CD8 positiven, zytotoxischen T-
Zellen ausgeldst, wodurch es zur Lyse der infizierten Zelle kommen kann.

Das Kapsid des adenoviralen Vektors selbst stellt ebenfalls ein starkes Anti-
gen dar und induziert als spezifische Antwort des Immunsystems eine Anti-
korperbildung. Dadurch ist eine Re-Injektion von adenoviralem Vektor zur
Verlangerung der Transgenexpression nicht geeignet, da eine uberschie-
Rende Immunreaktion hervorgerufen wird (Yang et al. 1994). Da es sich beim
humanpathogenen Adenovirus Serotyp 5 um ein in Virus mit einem hohen
Durchseuchungsgrad in der Bevolkerung handelt, ist das Vorhandensein von
praformierten neutralisierenden Antikorpern im Probanden dariiber hinaus
sehr hoch und ein hoher Anteil der Infektionsdosis wird vor Erreichen der
Zielzelle bereits neutralisert. Es konnte gezeigt werden (Croyle et al. 2001),
dass durch die chemische Veradnderung der Kapsidbestandteile durch
covalente Bindung von Polyethylenglykol nach der Virusgeneration die Er-
kennung der systemisch applizierten Vektoren vor Erreichen der Zielzellen
signifikant reduziert werden kann. Durch die chemische Veranderung des
Viruskapsids wird allerdings auch der Gewebetrophismus der Viren beein-
fluldt, so das verénderte Expressionslevel der Transgene dadurch bedingt
werden koénnen (Kreppel et al. 2008). Allerdings wird durch die Umgehung
der Erkennung der Vektoren durch das Immunsystem vor Erreichen der Ziel-
zellen eine wiederholte Virusapplikation moglich, die mdglicherweise eine

weitere Verlangerung der Transgenexpression bewerkstelligen kann.
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Allerdings beeinflusst auch die Beschaffenheit des Transgens die Immun-
antwort und kann sowohl humorale, als auch zellulare Reaktionen ausldsen.
Michou et al. (1997) beschrieben, dass von transfizierten Zellen sezernierte
Transgene eine Antikorper-basierte Immunreaktion auslésen kdnnen, so
dass ein Verlust der Transgenexpression eintritt, ohne dass das genetische
Material das adenoviralen Vektors abgerdumt wird. Ebenfalls wird das
Transgen tber MHC-I-Komplexe an der Oberflache der infizierten Zellen pra-
sentiert und kann so eine T-Zell-vermittelte Lyse der infizierten Zellen und
damit einen Verlust der Transgenexpression bewirken.

Die Schlusselposition bei der Abwehr einer viralen Infektion kommt allerdings
nach Liu et al. (2000) den NK-Zellen zu. Es konnte gezeigt werden, dass so-
wohl in immunkompetenten Mausen, als auch in T-Zell-defizienten Mausen
nach systemischer Infektion mit replikations-defizienten Adenoviren eine in
ihrem Ausmal} vergleichbare Leberschadigung auftritt, woflr die NK-Zellen
verantwortlich gemacht werden. Als Parameter dafiir galt der Anstieg der
Leberenzyme im Serum. Liu et al. (2000) konnten zeigen, dass die NK-Zellen
eine doppelte Rolle in der Induktion einer Infektions-assoziierten Leberscha-
digung Ubernehmen. Zum einen lysieren sie Hepatozyten in der Virus-
infizierten Leber und sie stimulieren, wahrscheinlich Uber ihre Fahigkeit IFN-y
zu sezernieren, die Induktion einer Virus-spezifischen, T-Zell-vermittelten
Immunantwort.

Um eine Verlangerung der adenoviralen Transgenexpression in vivo zu er-
reichen werden verschiedene Ansatze verfolgt.

Zum einen wurden ,gutless vectors® entwickelt, bei denen das adenovirale
Gerust auf das zur Expression der Transgene absolut Notwendigste reduziert
ist (Hardy et al. 1997). Die Herstellung dieser Konstrukte ist jedoch technisch
anspruchsvoll und die Replikation aufwendig. Die Herstellung erfordert den
Einsatz von so genannten Helferviren. Dabei handelt es sich vom Prinzip her
um adenovirale Vektoren der ersten Generation. Die Kontamination der
Transgen-tragenden Vektoren mit dem Helfervirus wahrend der Vektorgene-
ration ist allerdings nicht sicher auszuschlie3en und somit die Interaktion des
Helfervirus an der Zielzelle und im Zielwirt nicht auszuschliel3en. Darlber

hinaus sind die Effizienz der Transfektion und die Genexpression zum ge-
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genwartigen Zeitpunkt fur therapeutische Applikationen unbefriedigend (Ferry
et al 1998; Zou et al. 2000).

Bei einer anderen Strategie werden die Vektorstrukturen ihrer Vorteile wegen
belassen. Stattdessen wird die Immunantwort des Wirtsorganismus unter-
druckt. Es ist zwar tierexperimentell machbar, die humorale und zellulare
Immunantwort systemisch zu supprimieren (DeMatteo et al. 1996; Kay et al.
1997), Es werden dabei verschiedene Wege beschritten. DeMatteo et al. ver-
langerten im Tierversuch die Transgenexpression durch Thymektomie und
eine anschlielende Behandlung mit einem Anti-CD4-Antikorper, um eine
Depletion der CD-4+ T-Lymphzyten zu erreichen. Ein weiterer Ansatz von
DeMatteo et al. war die Depletion der CD4+-Zellen durch Behandlung der
Versuchstiere mit einem Anti-Thymozyten-Serum. Es konnte durch diese
Immunsuppression in den Versuchstieren eine Verlangerung der Expression
von adenoviral transfizierten Genprodukten erzielt werden. Dies ist aber in
Hinblick auf klinische Studien sehr problematisch, da mit einer Reihe von
Nebenwirkungen durch die systemische Immunsuppresion zu rechnen ist
(Infektanfalligkeit, onkogenes Potential).

Eine neue Idee ist, um das Ziel der prolongierten oder gar persistierenden
Genexpression zu erreichen, die Immunstimulation lokal zu verhindern, am
besten direkt an der Antigen tragenden, adenoviral transfizierten Zelle.
Schowalter et al. (1997) konnten zeigen, dass durch Infektion von Mausen
mit Adenoviren, die das Genprodukt CTLA4lg exprimieren, welches die
MHC-Komplex- gebundene Aktivierung von CTL inhibiert, eine Verlangerung
der Persistenz der Genexpression eines Kontrollvirus herbeigefihrt werden
kann. Adenoviral exprimiertes CTLA4Ilg konnten Olthoff et al. (1997) nutzen,
um in Mausen, die eine allogene Lebertransplantation erfahren hatten, eine
T-Zell-bedingte AbstoRungsreaktion zu verzégern und so das Uberleben der
Tiere zu verlangern.

Viele Viren, einschlief3lich des Cytomegalievirus, unterdriicken die Expressi-
on von MHC-I-Komplexen an der Zelloberflache, um der Zelllyse durch die
zytotoxischen CDB8-positiven T-Zellen zu entgehen (Berger et al. 2000).
Durch diesen Eingriff des Virus in das Netzwerk des Immunsystems ist zwar
eine Unterminierung der spezifischen zellgebundenen Immunabwehr mog-

lich, allerdings wird dadurch eine Aktivierung des unspezifischen zellgebun-
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denen Abwehrsystems eingeleitet. Nach Karre et al. (1986) bewirkt eine
Suppression des Levels der MHC-I-Komplex-Expression an der Zelloberfla-
che eine Aktivierung von NK-Zellen. MHC-I-Komplexe wirken auf NK-Zellen
inhibierend (Lanier et al. 1997). Stimulation von aktivierenden Rezeptoren
der NK-Zelle bewirkt eine Zell-Lyse, wenn die inhibierenden Rezeptoren der
NK-Zelle nicht an eine adaquate Menge an MHC-I-Molekulen auf den Zielzel-
len binden kdnnen (Karre et al. 1986).

Die murinpathogene Form des Cytomegalievirus ebenso wie seine humanpa-
thogene enthalten in ihrem Genom Information fur Proteine, die in ihrer
Struktur den MHC-1-Komplexen der Wirtsorganismen homolog sind. Es konn-
te gezeigt werden, dass das murine Genprodukt m144 in vitro (Kubota et al.
1999) und in vivo (Farrell et al. 1997; Cretney et al. 1999) NK-Zellen inhibie-
ren kann. Es wird angenommen, dass ml44 die Funktion von MHC-I-
Komplexen imitiert und die NK-Zell-Antwort des Wirts inhibiert, um eine frihe
Beseitigung der durch CMV infizierten Zellen zu verhindern (Farrell et al.,
1997). Der Einbau des m144 in ein Adenovirus ist sehr vielversprechend, da
nach Liu et al. (2000) die NK-Zellen die Schlisselposition in der Abwehr vira-
ler Infektionen haben, insbesondere in der Leber. Eine Elimination der NK-
Zellen vor einer systemischen adenoviralen Infektion fuhrt zu einer Schwa-
chung der Leberschadigung, hemmt IFN-y-Sekretion und verhindert die In-
duktion einer Virus-spezifischen T-Zell Antwort. Durch die Inhibition dieser
frihen Ereignisse der antiviralen Immunreaktion kann eine verlangerte Virus-
persistenz erwartet werden.

Die Entscheidung fur m144 wurde aus verschiedenen Grinden getroffen.
Zuerst ist durch das Vorhandsein des humanen Aquivalentes eine Ubertra-
gung in ein humanes Modell leicht méglich. Das UL18 des humanen CMYV ist
nach Chapman et al. (1998) nur zu 18% sequenzhomolog und unterscheidet
sich ebenfalls in der strukturellen Zusammensetzung, es konnte aber sowohl
fur m144 (Farrell et al. 1997) als auch fur UL18 (Reyburn et al. 1997) eine
Inhibierung der NK-Zell-Aktivitat in vivo gezeigt werden.

Als alternative immunmodulatorische Gene kamen noch zwei weitere in Fra-
ge. Das Genom des murinen CMV beinhaltet m131/129, dessen Genpodukt
fur ein Chemokin-Homolog kodiert. Fleming et al. (1999) zeigten, das bei

Abwesenheit des Genes eine effektivere NK-Zell-vermittelte Bekdmpfung der

54



5 Diskussion

infizierten Zellen in der Leber und der Milz stattfindet, so dass davon auszu-
gehen ist, das das Chemokin-Homolog eine inhibitorische Wirkung auf die
NK-Zell-Aktivitat hat. Problematisch ist bei diesem Gen die Ubertragung auf
ein  Modell des Menschen, da eine direkte Vergleichbarkeit der
Chemokinhomologa zwischen muriner und humaner CMV-Variante nicht ge-
geben ist (Saederup et al. 2002). Die Gene kodieren fir unterschiedliche
Subtypen der Chemokine und ein Modell zur Erforschung der humanpatho-
genen gibt es bisher nicht.

Das Genom des humanpathogenen CMV beinhaltet die Information fir das
Genprodukt US11. Wiertz et al. (1996) zeigten, dass durch das Genprudukt
US11 die MHC-I-Komplex-Expression an der Zelloberflache herabreguliert
wird, da die Herstellung des aus mehreren Bestandteilen bestehenden MHC-
I-Komplexes inhibiert wird. Dadurch wird die Zelllyse durch zytotoxische T-
Zellen umgangen, da eine verminderte Proteinprasentation an der Zellober-
flache erfolgt. Dadurch kénnte man zunachst einen verlangernden Effekt auf
eine Transgenexpression vermuten. Zellen werden bei veranderten Leveln
der MHC-I-Komplex-Expression von NK-Zellen erkannt und lysiert (Farrell et
al. 1999), so dass in der Summe keine signifikante Expressionsverlangerung
zu erwarten ist. Des Weiteren fehlt in diesem Fall fir die Austestung im Tier-
modell eine murine homologe Variante.

Somit war das Gen m144 am vielversprechendsten. Um die Expressions-
dauer messen zu kdonnen wurde das Markerenzym Luciferase ausgewahlt,
da es eine Detektion mit einer hohen Sensitivitat zulasst und durch simple,
zugige MelBmethoden ermittelt werden kann. Es wurde die Wahl getroffen,
beide Gene in ein Adenovirus zu klonieren und beide ORFs Uber eine IRES
zu verbinden. Die IRES wurde aus dem Enzephalo-myokarditis-Virus
(ECMV) entliehen, es erlaubt die Translation von zwei ORFs von einer Mes-
senger-RNA (Rees et al. 1996). Ein alternativer Ansatz mit einem Markergen
tragenden Adenovirus und einem weiteren ml144 tragenden Virus wurde
verworfen. Ein Effekt wéare bei solch einem Arrangement nur zu erwarten,
wenn beide Viren dieselbe Zielzelle infizieren wirden. Bei systemischer Ap-
plikation der Adenoviren ware eine Steuerbarkeit hierfir nicht gegeben und
der Anteil zufallig doppelt infizierter Zellen nicht ausreichend, um einen signi-

fikanten Effekt erwarten zu konnen.
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So wurde die Verknupfung beider Gene durch eine IRES in einer Expressi-
onskassette in nur einem Vektor gewahlt. Dirks et al. (1993) zeigten eine
dreifach schwachere Expression aus dem zweiten Cistron bei der systemati-
schen Untersuchung der IRES abhangigen Expression der Reportergene
Luciferase und sezernierter alkalischer Phosphatase. Zur Erhaltung der Ver-
gleichbarkeit des m144 tragenden Vektors mit dem Kontrollvektor Ad.CMV-
luc wurde das Markergen Luciferase an die erste Stelle kloniert und m144 in
der zweiten, schwacher exprimierten Stelle untergebracht.

Als Alternative zur IRES fur die Co-Expression zweier ORFs in einer Expres-
sionskassette ist jetzt auch ein aus dem Maul-und-Klauenseuche-Virus
(FMDV) entliehenes Peptid verfugbar, das zur Expression der beiden Gen-
produkte der ORFs in &quvalenten Verhéaltnissen fuhrt (Fang et al. 2005). Die
Konstruktion eines Vektors mit diesem Peptid als Linker zur Coexpression
der Luciferase und des m144 ware sehr vielversprechend, da der héhere
Expressionslevel des m144 verglichen mit der IRES als Linker auch eine
starkere immunmodulatorische Wirkung erwarten laft. Dieses Peptid stand
zur Zeit des experimentellen Teils der Arbeit noch nicht zur Verfiigung.

In der vorliegenden Arbeit konnte das Adenovirus Ad.CMV-luclRESm144
erfolgreich generiert und aufgereinigt werden. Es lie3 sich in vitro eine
Luciferaseexpression in der Zelllinie HepG2 nachweisen, die mit der Expres-
sion des Virus Ad.CMV-luc vergleichbar ist. Auch in den Lebern von syste-
misch mit Ad.CMV-luclRESm144 infizierten balb/c-Mausen lieRen sich signi-
fikante Mengen Luciferase zu unterschiedlichen Zeitpunkten post infectionem
nachweisen. Somit ist das Luciferasegen im Vektorsystem in vivo und in vitro
funktionfahig. Der ORF des m144 konnte genotypisch durch Sequenzierung
von PCR-Amplifikaten aus virushaltigem Zellkulturiiberstand nachgewiesen
werden. Der phanotypische Nachweis von m144 in vitro gelang nicht eindeu-
tig. Aus Lysat von mit pcDNA3-m144 transfizierten Cos-7-Zellen, einer Nie-
renzelllinie des afrikanischen Grunaffens, die sich durch sehr gute
Transfektions-Eigenschaften auszeichnet, konnte durch Dot-blot mit einem
Antikorper gegen m144 (Quelle: P.J. Bjorkman, Division of Biology and Ho-
ward Hughes Medical Institute, Carlifornia Institute of Technology, Pasadena,
Carlifornia, USA) das Genprodukt nachgewiesen werden. Auch auf

adenoviraler Plasmidebene mit pAd.CMV-luclRESm144 und aus Lysaten von

56



5 Diskussion

mit Ad.CMV-luclRESm144 infizierten HepG2-Zellen konnte durch Dot-Blot
das Genprodukt dargestellt werden. Allerdings wiesen diese Experimente ein
schlechtes Signal-zu-Rausch-Verhéltnis auf. Diese Daten konnten auch
durch Westernblots unter Verwendung desselben Antikérpers nicht bestatigt
werden. Eine Aufreinigung von Antikorper zur Detektion des Glykoproteins
m144 aus dem Uberstand einer Hybridomzellen-kultur (ATCC Katalog-NR.:
CRL-2431, nach Chapman et al. 1998) war nicht erfolgreich. Es besteht noch
die Alternative, durch einen funktionellen Test des Genproduktes von m144
in vitro die Funktionalitit des generierten Adenovirus darzustellen. Eine
nachweisbare Inhibition von aktivierten NK-Zellen durch geeignete, mit
Ad.CMV-luclRESm144 infizierte und somit ml144 an der Zelloberflache
exprimierende Zellen ware dafir zu erwagen.

Um die Eigenschaften des Virus Ad.CMV-luclRESm144 in vivo weiter zu un-
tersuchen sind weitere Experimente im Tiermodell notwendig. Um eine Aus-
sage Uuber die Kinetik einer moglichen Persistenzverlangerung des
exprimierten Transgenes treffen zu kdnnen, ist der Vergleich der Aktivitat von
Luciferase aus Lebergewebe zu unterschiedlichen Zeitpunkten des mi144
exprimierenden Virus mit einem Kontrollvirus Ad-CMV-luc anzustreben. Es
konnte bereits im Rahmen der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das
fur m144 kodierende Adenovirus in vivo eine signifikant ho6here
Luciferaseaktivitat im Lebergewebe nach 3, 7 und 14 Tagen nach Injektion
generieren kann. Diese Daten geben einen ersten Hinweis. Es sollte nun die
Dauer der Transgenexpression durch Langzeitverlaufe zur Darstellung einer
mdglichen Verlangerung der Expressionsdauer gegeniber dem Kontrollvirus
dargestellt werden. Auch sollte ein Vergleich der Transgenexpressionsdauer
in infizierten immunsupprimierten oder immuninkompetenten Tieren ange-
strebt werden, um dort die unterschiedlichen Effekte auf die Expressions-
dauer von ml44-codierenden und ml44-nicht-codierenden Vektoren zu er-
mitteln. Das in zuklnftigen Experimenten gewonnene Lebergewebe sollte
histologisch  aufgearbeitet werden, um die Auswirkungen des
immunmodulatorischen Glykoproteins m144 auf die zellulare Immunantwort
zu den verschiedenen Zeitpunkten untersuchen zu kénnen. Insbesondere
sind die frihen Untersuchungszeitpunkte zwischen Tag 2 und 5 dabei inte-

ressant, da nach Duncan et al. (1978) die adenovirale Genexpression in der
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Leber nach 36 bis 48 h ein Maximum erreicht und der Leberenzymanstieg als
Marker fur die Leberschadigung durch die antivirale Immunantwort erst nach
Tag 3 auftritt (Liu et al. 2000).

Es wurde bereits eine Fortsetzung der Versuche durchgefiihrt. So konnte
Lange (2008) zu den Zeitpunkten 7, 14 und 20 Tagen nach systemischer
Infektion eine signifikant hohere Transgenaktivitat der Luciferase in vivo
nachgewiesen werden. Allerdings war in der histologischen Aufarbeitung kei-
ne signifikant veranderte Entziindungszellinfiltration der Leber nachweisbar.
Es ware die Untersuchung einer wiederholten Virusapplikation interessant.
Nach Yang (1994) ruft die wiederholte Virusapplikation durch die Antigenitét
des Viruskapsids eine UberschieRende Immunreaktion des Wirtes hervor. Da
die infizierte Zelle MHC-I-Komplex-vermittelt auch die Virusantigene dem
eigenen zellularen Immunsystem prasentiert, ist die Frage interessant, ob
durch die Kaschierung der Virusproteine in der Zelle durch die fehlende Pra-
sentation durch m144 eine geringere Aktivierung des Immunsystems erfolgt
und die Immunreaktion auf eine wiederholte Virusapplikation schwéacher aus-
gepragt ist.

Zu diskutieren ist bei der Kombination eines Adenovirus mit einem
immunmodulatorischen Protein die Frage der Sicherheit des neuen Kon-
strukts. Die infizierte Wirtszelle entginge durch das Transgen m144 der Kon-
trolle des Immunsystems, eine Infektion oder maligne Entartung konnte nicht
mehr erkannt und beseitigt werden. Die Wahrscheinlichkeit einer spontanen
somatischen Mutation einer infizierten Zelle ist allerdings als gering anzu-
nehmen, ein onkogenes Potential ausgehend vom adenoviralen Vektorsys-
tem ist nicht eindeutig belegt.

Bei einer nachgewiesenen signifikanten Verlangerung der Persistenz
adenoviraler Transgenexpression im Mausmodell wére eine Ubertragung der
Ergebnisse auf den Menschen winschenswert. Dazu besteht die Moéglichkeit
zur Konstruktion eines Adenovirus, welches das MHC-I-Komplex-Homolog
des humanen CMV tragt. Das UL18 des humanen CMV bt nach Reyburn et
al. (1997) eine &ahnlich inhibierende Wirkung auf NK-Zellen aus, wie das
m144. Somit besteht eine einfache Alternative fir den menschlichen Orga-
nismus. Allerdings gibt es zwischen murinen und humanen Homolog struktu-

relle Unterschiede. Wahrend das Genprodukt des murinen m144 nur [3,-
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Mikroglobulin bindet (Chapman et al. 1998, Natarajan et al. 2006), bindet das
humane Aquivalent UL18 sowohl B,-Mikroglobulin als auch endogene Pepti-
de (Browne et al. 1990; Fahnestock et al. 1995). Inwieweit sich daraus funk-
tionelle Unterschiede ergeben ist noch unklar.

Wenn es durch den in Rahmen dieser Arbeit erzeugten Vektor mdglich ist,
eine signifikant verlangerte Luciferaseexpression in der Leber von infizierten
Méausen zu etablieren, wird der nachste Schritt ein Austausch des
Markergens Luciferase gegen ein therapeutisches Gen sein. Denkbar ware
ein Modell zur Therapie des al-Antitrypsinmangels. Al-Antitrypsin (394 Ami-
nosauren), das zu den sogenannten Akute-Phase-Proteinen gehort, wird
hauptséachlich von Hepatozyten und in geringerem Mal3e von Monozyten und
Neutrophilen gebildet. Der Mangel an diesem Protein fihrt zu einer fehlen-
den Inhibition der korpereigenen Proteasen, welche sich dann gegen korper-
eigene Strukturproteine wenden, dabei in der Lunge die postmitotischen
Alveolarzellen zerstéren und zum Lungenemphysem fihren (Loffler et al.
1998, S. 911f). Die gentherapeutische Therapie dieser monogenetischen
Erkrankung mit Hilfe von adenoviralen Vektoren bietet sich an, da
Adenoviren nach systemischer Applikation in erster Linie Hepatozyten infizie-
ren. Des Weiteren steht ein Tiermodell in der Maus flr diese Erkrankung zur
Verfugung (Kushi et al. 2004).
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6. Zusammenfassung

Die Dauer adenoviraler Transgenexpression zu gentherapeutischen Zwe-
cken ist bis jetzt zeitlich durch die Tatsache limitiert, dass die transfizierten
Zellen dem Immunsystem auffallig und durch dieses eliminiert werden. Durch
die MHC-I-gebundene Prasentation der adenoviralen Proteine wird die NK-
Zell und T-Zell vermittelte Lyse der infizierten Zellen eingeleitet. So ist die
Expression von Transgenen in transfizierten Zellen auf die Dauer weniger
Wochen begrenzt.

Durch Expression des ml144, einem Gen aus dem murinen Cytomegalie-
Virus, soll die vorzeitige Lyse der transfizierten Zellen verzogert, bzw. verhin-
dert werden. Das membranstandige Genprodukt inhibiert die
Cytokinproduktion von NK-Zellen analog einem MHC-I-Komplex. So wird die
Immunantwort in ihrer initialen Phase inhibiert. Es wurden die ORFs des
Markerenzyms Luciferase und des m144 unter Verbindung einer IRES in die
Expressionskassette eines adenoviralen Plasmids kloniert, die Genexpressi-
on stand unter der Kontrolle durch den CMV-Promotor. Durch Co-
Préazipitation des Plasmids mit dem restlichen E1/E3-deletierten adenoviralen
Genom und Transfektion in die stabil E1-transfizierte Zelllinie nach Graham
et al. (1995) konnte das Virus Ad.CMV-luclRESm144 generiert werden. Nach
Amplifikation und Aufreinigung konnte zur Charakterisierung dieses
Viruskonstruktes die Expression des Markergens im Lysat von Ad.CMV-
luclRESm144 infizierten HepG2-Zellen durch einen Luciferase-Assay in vitro
nachgewiesen werden.

In vivo konnte nach systemischer Applikation der Adenoviren in immunkom-
petente Mause zu verschiedenen Zeitpunkten signifikante Aktivitat von
Luciferase aus dem Lebergewebe nachgewiesen werden.Der Nachweis des
immunmodulatorischen Glykoproteins des MCMV gelang nur gentypisch
durch PCR-Amplifikation und anschliel3ender Sequenzierung.

Mit dem generierten Adenovirus lasst sich in nachfolgenden Experimenten

klaren, ob sich durch die Expression des m144 in adenoviralen Vektoren eine

Persistenz der Transgenexpression in vivo erreichen lasst.
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