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Zusammenfassung

Die nachfolgend beschriebenen Forschungs-
projekte der Nachwuchsgruppe | am Robert
Koch-Institut (RKI) befassen sich am Beispiel
des Hepatitis-B-Virus (HBV) mit der Charak-
terisierung intrazelluldrer Signalkaskaden
und der Analyse ihrer Bedeutung fiir den vi-
ralen Lebenszyklus (Replikaktionsprozess)
sowie fiir die Entstehung von HBV assoziier-
ten Tumoren. Dariiber hinaus werden auf der
Basis eines neuen, aus dem HBV-Oberfla-
chenprotein isolierten zellpermeablen Pepti-
des neue Strategien zum Protein- und Gen-
transfer entwickelt.

Grundlagen

Das Hepatitis-B-Virus ist mit einer Gré3e
von ca. 42 nm eines der kleinsten human-
pathogenen DNA-Viren. Etwa 4-12 Wo-
chen nach einer HBV-Infektion kann es zu
der Symptomatik einer akuten Hepatitis,
charakterisiert durch Ikterus und Leber-
schwellung kommen. Das klinische Bild
einer akuten Hepatitis ist gekennzeichnet
durch lymphozytire Infiltrationen in das
Lebergewebe, Transaminasenanstieg, Hy-
perbilirubindmie, Virusfreisetzung sowie
dem Auftreten der Antigene HBsAg, HBe-
Ag und HBcAg im Blut. In eher seltenen
Fillen (0,5-1%) kommt es zur fulminan-
ten, in der Regel todlich verlaufenden
Form der Hepatitis. Der Anteil der voll-
standig ausheilenden HBV-Infektionen
liegt in Industrieldndern mit ca. 90% deut-
lich iiber der in den Entwicklungsldndern
erhobenen Zahl von ca.70%. Dariiber hin-
aus kann es zu einer Chronifizierung der
HBV-Infektion kommen, wobei hier zwi-
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schen dem sog. gesunden Trégerstatus
(gekennzeichnet durch das Fehlen klini-
scher Symptomatik) und der chronischen
Hepatitis zu unterscheiden ist. Weltweit ist
HBV die Hauptursache fiir die Entstehung
des hepatozelluldren Karzinoms (HCC) an
dem pro Jahr ca. 0,8 Mio. Menschen
versterben. Nahezu alle der HBV-assozi-
ierten HCCs sind durch die Integration
von HBV-DNA in das Wirtsgenom cha-
rakterisiert.

Das Virus selbst weist eine Lipo-
proteinhiille auf, in die die drei viralen
Oberflichenproteine LHBs (Large Hepa-
titis B Virus Surface Protein), MHBs
(Middle Hepatitis B Virus Surface Prote-
in) und SHBs (Small Hepatitis B Virus
Surface Protein) eingelagert sind. Diese
Hiille umgibt das aus dem HbcAg (He-
patitis-B-Virus-Core-Antigen) aufge-
baute Nukleokapsid. Im Inneren des Nu-
kleokapsids befindet sich die virale Po-
lymerase, einige Kopien des viralen HBx-
Aktivatorproteins und das partiell dop-
pelstridngige virale DNA-Genom. Das
HBV-Genom trigt mindestens vier ver-
schiedene offene Leserahmen. Es kodiert
tiir die virale Polymerase und das Core-
Protein (HBcAg) bzw. seine sekretorische
Variante HBeAg, das im Unterschied
zum HBcAg eine sekretionsvermittelnde
Signalsequenz aufweist. Dariiber hinaus
enthélt das HBV-Genom eine Sequenz
fiir das virale Aktivatorprotein HBx so-
wie eine weitere, die fiir die virale Ober-
flachenprotein preS/S kodiert. Die zuletzt
genannte Sequenz ist durch drei in fra-
me stehende ATG-Codons (Startpunkte
der Translation) in die Bereiche preSi,
preS2 und S untergliedert. Wird das ers-
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te ATG-Codon genutzt, entsteht das die
PreSi-, PreS2- sowie S-Region umfassen-
de LHBs-Protein. Ausgehend von dem
zweiten ATG wird das die PreS2- und S-
Region umfassende MHBs-Protein gebil-
det und ausgehend vom dritten ATG
schliefllich das die S-Region umfassende
SHBs-Protein. Mithin ist die S-Region al-
len drei Oberflachenproteinen gemein.
Im Bereich der S-Region liegen drei
Transmembranregionen, sodass die vi-
ralen Oberflichenproteine klassische in-
tegrale Membranproteine darstellen. Das
SHBs bildet den Hauptbestandteil der Vi-
rushiille. Dariiber hinaus werden von Le-
berzellen (Hepatozyten), die mit HBV in-
fiziert sind in groflen Mengen subvirale
Partikel, die fast ausschliefflich aus SHBs
und geringen Mengen LHBs bestehen,
gebildet. Entsprechend ihrer Grof3e wer-
den diese Aggregate, in denen sich keine
virale Nukleinsdure oder andere virale
Proteine befinden, auch als 22-nm-Parti-
kel bezeichnet.

In nahezu allen HBV-assoziierten he-
patozelluldren Karzinomen (HCCs) wird
in die Chromosomen der Tumorzellen in-
tegrierte HBV-DNA gefunden. Allerdings
kann es im Zuge der Integration der DNA
zu Deletionen und Umordnungen der vi-
ralen DNA kommen. Die Integration in die
zelluldre DNA erfolgt unspezifisch an ei-
nem beliebigen Ort. Die integrierte virale
DNA kann fiir zwei sog. transkriptionelle
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Aktivatoren kodieren, fiir das HBx-Prote-
in sowie fiir die Familie der PreS2-Aktiva-
toren. Bei ca.30% der aus HCCs isolierten
integrierten Genome wurden Deletionen
im S-Gen gefunden, die zur Entstehung
von einem verkiirzten (truncated) MHBs-
Protein fiihren (z. B. MHBst76, die Zahl
gibt die Verkiirzung an). Im Unterschied
zu dem Strukturprotein MHBs wird das
verkiirzte MHBs nicht sekretiert und nicht
glykosyliert. Es weist eine neuartige Funk-
tion auf, ndmlich die Funktion eines sehr
pleiotropen transkriptionellen Aktivators.
Das heif3t, es steuert indirekt die Aktivie-
rung einer Vielzahl verschiedener Promo-
toren durch Interferenz mit intrazellula-
ren Signaltransduktionswegen (im Fol-
genden auch Signalwege genannt). Ahn-
lich wie HBX ist MHBst in der Lage, eine
Vielzahl verschiedener Transkriptionsfak-
toren, insbesondere die Transkriptions-
faktoren AP-1 und NF-kB, zu aktivieren.
Ursache fiir den Funktionsunterschied
zwischen dem Strukturprotein MHBs und
dem Aktivatorprotein MHBst ist eine to-
pologische Umlagerung der PreS2-Regi-
on. Im Falle des Strukturproteins MHBs
weist die PreS2-Region in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) und
kann mithin N-glykosyliert werden. Im
Falle des MHBst-Aktivatorpoteins ist die
PreS2-Region hingegen dem Zytoplasma
zugewandt. Dies ermdglicht die Interakti-
on mit Bindungspartnern, die sich im Zy-
tosol befinden (s. unten) und somit die In-
duktion von Signaltransduktionskaska-
den. Arbeiten zur Topologie des LHBs-
Proteins zeigten, dass bei einem Teil der
LHBs-Proteine die PreS2-Region ebenfalls
zytoplasmatisch orientiert ist. In Uberein-
stimmung damit konnte beobachtet wer-
den, dass LHBs in der Tat wie MHBst ein
transkriptioneller Aktivator ist. In beiden
Féllen ist die zytoplasmatische Orientie-
rung der PreS2-Region essenziell, die als
die minimale transaktivierende Einheit
identifiziert werden konnte. Daher werden
LHBs und MHBst zur Familie der PreS2-
Aktivatoren zusammengefasst. MHBst
kann als paradigmatisch fiir diese Aktiva-
torproteinklasse angesehen werden.

Im vorliegenden Beitrag werden
nun folgende ausgewéhlte Projekte der
Nachwuchsgruppe vorgestellt:

1. Projekt zur Charakterisierung von
Signaltransduktionswegen, die durch
den PreS2-Aktivator aktiviert wer-
den. Ziel ist es, eine mogliche Funkti-
on dieser Aktivatoren bei der HBV-

assoziierten Lebertumorentstehung
zu analysieren.

2. Im Rahmen eines weiteren Projektes
wird die Relevanz der viralen Aktiva-
torproteine und der von ihnen akti-
vierten Signalwege fiir den viralen
Lebenszyklus untersucht.

3. Im 3. Abschnitt des Beitrages werden
Projekte beschrieben, die das Poten-
zial eines neuartigen, im Oberfl4-
chenantigen des HBV identifizierten,
zellpermeablen Peptides fiir den
Transfer von Peptiden, Proteinen
und Nukleinsduren in Zellen und
Gewebe untersucht.

Untersuchung HBV-abhangig
aktivierter Signalkaskaden

Charakterisierung der PreS2-
abhéngig aktivierten Signalkaskaden

Massenspektrometrische Untersuchun-
gen gereinigter MHBst-Proteine gaben
erste Hinweise darauf, dass es sich bei ih-
nen um Phosphoproteine handelt. Im
Zuge weiterer Experimente konnte mit-
tels ortsgerichteter Mutagenese die ge-
naue Phosphorylierungsstelle im MHBst-
Protein identifiziert werden. Die Phos-
phorylierung der PreS2-Aktivatoren er-
folgt an Position 28. In-vitro- und In-
vivo-Experimente zeigten, dass MHBst
durch klassische Isoformen der Protein-
Kinase C (PKC) phosphoryliert wird. Se-
lektive Hemmung oder Depletion dieser
cPKC-Isoformen fiithren zum Verlust der
PreS2-abhingigen Phosphorylierung. In-
teressanterweise wird MHBst nicht nur
cPKC-abhingig phosphoryliert, vielmehr
konnte in MHBst produzierenden Zellen
auch eine permanente Aktivierung der
cPKC selbst beobachtet werden. Die
Hemmung der PKC fiihrt hingegen zum
Verlust der Aktivatorfunktion von
MHBst, was unterstreicht, dass die Akti-
vierung der PKC ein essenzieller Schritt
fiir die MHBst-abhingig induzierten Si-
gnalkaskaden ist. Mutanten, in denen die
Phosphorylierungsstelle des MHBst-Pro-
teins zerstdrt wurde, weisen keine Akti-
vatorfunktion mehr auf und interagieren
nicht oder nur schwach mit der PKC. Aus
diesen Beobachtungen leiten wir das fol-
gende Modell ab (Abb. 1): MHBst intera-
giert tiber die PreS2-Region mit der Pro-
tein-Kinase C. Diese Interaktion ist der
entscheidende Schritt fiir den Aktivie-
rungsprozess. Die Aktivierung der PKC
bewirkt eine Phosphorylierung der
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Abb. 1 A Schematische Darstellung der durch die
PreS2-Aktivatoren LHBs (Large Hepatitis B Sur-
face Protein) und MHBst (Middle Hepatitis B Sur-
face Protein) aktivierten Signalkaskade. PreS2
PreS2-Region der HBV-Oberflachenproteine; PKC
Protein-Kinase C; act aktiviert; c.Raf-1 zellulare
Serin/Threonin-Kinase; MEK mitogen und extra-
zelluldr regulierte Kinase; MAP mitogen aktivier-
te Kinase; NfkappaB, AP-1 zellulére Transkripti-
onsfaktoren; IkappaB zelluldres inhibitorisches
Protein

PreS2-Region des MHBst-Proteins. Des
Weiteren erfolgt nachgeschaltet eine Ak-
tivierung der c-Raf-1/Erka-Signalkaska-
de. Dies zeigt, dass die PreS2-Aktivatoren
LHBs und MHBst in der Lage sind in vi-
tro einen klassischen Tumorpromotorpa-
thway zu stimulieren.

Entwicklung von Lebertumoren in
transgenen MHBst76-Mausen

Miuse, in die das Gen fiir das LHBs-Pro-
tein des HBV stabil iibertragen wurde
(transgene Mduse) und die dieses Gen
spezifisch in der Leber exprimieren, ent-
wickeln Lebertumore. In diesen Méusen
kommt es in der Leber zu einer intrazel-
luldren Akkumulation des LHBs-Prote-
ins, die zur Ausprigung eines Phanotyps
fithrt, der analog einer Speicherkrankheit
ist. Er ist durch das Auftreten von sog.
Milchglaszellen charakterisiert. Im Zuge
der intrazelluldren Akkumulation kommt
es zu einer permanenten Entziindung.
Das Zusammenspiel dieser Prozesse
scheint ursdchlich fiir die Tumorentste-
hung in diesen transgenen Tieren zu sein.
Vor dem Hintergrund der Beobachtung,



dass LHBs ein transkriptioneller Aktiva-
tor ist, stellte sich jedoch die Frage, ob
und inwieweit die in vitro beschriebene
permanente PKC-vermittelte Aktivie-
rung des c-Raf-1/Erk2-Signalweges zur
Entstehung von Tumoren beitragt.

Um diese Frage zu untersuchen ha-
ben wir transgene Méuse erzeugt, die den
PreS2-Aktivator MHBst76 (s.oben) leber-
spezifisch produzieren (exprimieren).
Beim MHBst76 handelt es sich wie beim
LHBs um einen PreS2-Aktivator, der als
paradigmatisch fiir diese Klasse von Ak-
tivatoren angesehen werden kann. Im
Unterschied zu LHBs wird MHBst76 je-
doch nur in sehr geringen Mengen expri-
miert, sodass eine Charakterisierung von
Signalwegen in Abwesenheit von unspe-
zifischen Effekten, wie z. B. Zellstress, der
durch die Expression hoher Proteinmen-
gen bedingt sein konnte, moglich ist.

Das in die Tiere iibertragene Trans-
gen besteht aus dem humanen Albumin-
Promotor, gefolgt von dem 3-Globin-In-
tron sowie der Sequenz, die fiir hexa-
his-MHBst76 kodiert, und einer poly A-
Sequenz des SV4o0-Virus. Mittels Im-
munfluoreszenzmikroskopie, Western-
Blot-Analyse und ESI-MS (Massenspek-
trometrie) des gereinigten Proteins
konnte in den transgenen Tieren die le-
berspezifische Expression des Transgens
eindeutig nachgewiesen werden. Die Be-
stimmung verschiedener Stressparame-
ter (wie z. B. die JNK2-Aktivitit und die
Expressionsmuster einzelner sog. Heat-
Shock-Proteine) zeigte, dass es in den
MHBst76 produzierenden Miusen im
Unterschied zu den LHBs-Méusen nicht
zu einer Induktion von Zellstress bzw.
zur unspezifischen Aktivierung von Si-
gnalwegen kommt.

Mithin sind diese Méuse ein geeig-
netes Werkzeug zur Charakterisierung
der Signalwege, die durch PreS2-Aktiva-
toren spezifisch aktiviert werden. Immu-
nokomplexassays zeigten, dass es in der
Leber dieser Méuse zu einer permanen-
ten und deutlichen Aktivierung des c-
Raf-1/Erka-Signalweges kommt. In Uber-
einstimmung mit diesen Befunden konn-
te eine deutlich erhdhte Proliferationsra-
te der Hepatozyten beobachtet werden.
Diese fithrte jedoch nicht zu einer signi-
fikanten Vergroflerung der Leber, da sie
durch eine erhéhte Apoptoserate (pro-
grammierter Zelltod) kompensiert wird.

Histologische Untersuchungen des
Lebergewebes zeigten, dass bei transge-
nen MHBst-Miusen, die dlter als 8 Mo-
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nate waren, Lebertumore mit hoher In-
zidenz auftraten. Diese Tumore expri-
mieren auch das MHBst76-Protein, d. h.,
die PreS2-Aktivatorfunktion kann zur
Tumorentstehung beitragen. Nach dem
klassischen Modell der Karzinogenese
(Initiation/Promotion) iibt PreS2 eine
Tumorpromotorfunktion aus. Ubertra-
gen auf das normale HBV-Infektionser-
eignis bedeutet dies, dass es im Verlaufe
der Infektion, z. B. bedingt durch radi-
kalgenerierende Abwehrmechanismen,
zunichst zu Mutationen in der zelluld-
ren DNA kommen kann. Mutationen in
der zelluldren DNA der infizierten Zel-
len konnten aber auch auf der Inaktivie-
rung von Reparaturmechanismen durch
virale Proteine beruhen: So sequestriert
das virale Oberflichenprotein das zellu-
lare p53-Protein LHBs an der Membran
des endoplasmatischen Retikulums
(ER). Durch die Fixierung an die ER-
Membran gelangt p53 nicht mehr in den
Zellkern und kann damit seine Kontroll-
funktion tiber die Integritit der DNA
nicht mehr ausiiben. Daraus resultiert
im Verlaufe der Zeit eine Akkumulation
kritischer Mutationen (Initiation der
Karzinogenese). Zellen, die den PreS2-
Aktivator des HBV produzieren, konnen
dann klonal positiv selektioniert werden
(Promotion der Karzinogenese). Das
Zusammenspiel dieser beiden Schliissel-
schritte kann ein Mechanismus der
HBV-abhingigen Karzinogenese sein.

Bedeutung der Aktivator-
funktion fiir den Prozess
der HBV-Replikation

Ausgehend von der Beobachtung, dass
im Falle des HBV die Funktion als Tran-
skriptionsaktivator in Form des LHBs
und des HBx-Proteins weitgehend red-
undant angelegt ist, stellt sich die Frage
nach der Bedeutung dieser Funktion fiir
den viralen Lebenszyklus.

Als Parameter fiir die Virusreplikati-
on wurden intra- wie extrazelluldr die
Menge der viralen Proteine HbeAg und
HBsAg mittels ELISA, die Menge der vi-
ralen Proteine HBcAg sowie LHBs mit-
tels Western-Blot-Analyse sowie extra-
zelluldr die Menge HBV-spezifischer
DNA mittels TagMan-PCR (Polymerase-
kettenreaktion) bestimmt. Ausgehend
von stabil oder transient transfizierten
Zellen, zeigte sich, dass ein selektives
Ausschalten der HBx-abhdngigen Akti-
vatorfunktion in den transfizierten Zel-
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len (durch Hemmung des zelluldren Ras-
Proteins, das essenziell fiir die HBx-Ak-
tivatorfunktion ist) wie auch ein selekti-
ves Ausschalten der LHBs-abhidngigen
Aktivatorfunktion (Hemmung der klas-
sischen PKC-Isoformen) keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Virusreplikation
hat. HBx wie auch LHBs bedingen beide
(im Anschluss an voneinander unter-
schiedlichen initialen Schritten) eine Ak-
tivierung der c-Raf-1/MEK/Erk2-Signal-
kaskade. Die Hemmung des zelluldren c-
Raf-1-Proteins durch die Expression ei-
ner sog. Trans-dominant-negativen Mu-
tante, wie auch die Hemmung der in der
Kaskade nachfolgenden Kinase MEK
mittels selektiver chemischer Inhibito-
ren, fithrte zu einer vollkommenen Un-
terbindung der viralen Replikation. Es
zeigte sich, dass es durch diese Inhibito-
ren nicht zu einem Block in der Sekreti-
on der viralen Partikel oder zu einer in-
trazelluldren Akkumulation einzelner vi-
raler Bestandteile kommt. Vielmehr er-
folgt eine drastische Reduktion der Neu-
synthese aller viralen Bestandteile, d.h.
der Proteine wie auch - im Unterschied zu
vielen anderen antiviralen Strategien -
der viralen RNA/DNA.

Ahnliche Ergebnisse wurden im
Rahmen von Mutageneseexperimenten
erzielt: Nach Transfektion eines HBx-de-
fizienten HBV-Genoms bzw. eines Ge-
noms mit inaktivem LHBs-Aktivator
produzierten die Zellen nahezu die glei-
che Zahl an Viren wie nach Transfekti-
on mit einem Wildtyp-Genom. Zellen,
die doppelt mutierte Genome enthalten,
die weder HBx noch ein funktionelles
LHBs-Aktivatorprotein bilden, setzen
hingegen keine HBV-Viren mehr frei.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die
durch transkriptionelle Aktivatorprote-
ine vermittelte Aktivierung der c-Raf-
1/MEK/Erk2-Signalkaskade essenziell
fiir den Ablauf der viralen Replikation
ist, um eine hinreichende Neusynthese
der viralen Bestandteile sicherzustellen,
indem eine Aktivierung der viralen
Genexpression erfolgt.

Identifizierung eines zell-
permeablen Peptides in der
PreS2-Region von HBsAg

Die PreS2-Region des HBV-Oberfld-
chenantigens ist ein zellpermeables Pro-
tein: Die Eigenschaft der Zellpermeabi-
litdt dieser Region wird durch eine kur-
ze ampiphile a-Helix vermittelt (Abb. 2).



Dieses 12 Aminosduren umfassende
Peptid, nachfolgend TLM (Translocati-
on Motif) genannt, vermittelt den rezep-
tor- und energieunabhéngigen Transfer
von Peptiden, Proteinen oder Nuklein-
sduren in Zellen, sofern es kovalent oder
nicht-kovalent mit ihnen verbunden ist.
Auffallend ist, dass zwischen den ver-
schiedenen Hepadnaviridae zwar nicht
die Sequenz, jedoch das Verteilungs-
muster hydrophiler und hydrophober
Aminosiuren innerhalb einer o-Helix
sehr hoch konserviert ist, was auf eine
mogliche Bedeutung des TLM:s fiir den
viralen Lebenszyklus hindeutet.

Einsatz des TLM-Peptides zum
Protein- und Peptidtransfer

Das TLM besitzt keine Gewebespezifitit.
Es konnte damit als biotechnologisches
Werkzeug verwendet werden, um eine
hocheffiziente Ubertragung von ge-
wiinschten Peptiden und Proteinen in
Zellen und Gewebe zu erreichen. Durch
Protein- bzw. Peptidtransfer bedingte
Effekte sind direkt an die Halbwertszeit
des transferierten Agens gekoppelt und
somit leichter regulierbar als durch den
herkémmlichen Gentransfer induzierte
Effekte. Basierend auf zellpermeablen
Peptiden, die selektiv Protein/Protein-
Interaktionen kompetitieren, konnten
z.B.hochspezifische Modulatoren intra-
zelluldrer Signalwege etabliert werden.
Soist beispielsweise die TNF-abhédngige

Abb. 2 A Struktur des zellpermeablen TLM-
Peptides

TLM-HBcAg-Dimer

Abb. 3 «

Zellpermeable Nukleokap-
side als Werkzeug zum Gen-
transfer. Darstellung eines

Aktivierung von c-Raf-1 mittels zellper-
meabler Peptide, welche die TNF-RI/
Grb2-Interaktion kompetitieren, selek-
tivhemmbar.

Durch zellpermeable Peptide ldsst
sich auch die Interaktion des HBV-
Oberflichenantigens mit dem Nukleo-
kapsid, die essenziell fiir die Morphoge-
nese des HBV-Virus ist, kompetitieren.
Mittels solcher Peptide ist eine exakte
Charakterisierung der in vivo interagie-
renden Doménen moglich.

Zellpermeable Proteine sind auch
bereits zur Modulation der Aktivitét des
p53-Tumorsuppressors zum Einsatz ge-
kommen. Ein wesentlicher Parameter fiir
die Funktion von ps53 ist die Fahigkeit zur
Tetramerisierung. Die p53-Tetramerisie-
rung wird durch die sog. Tetramerisie-
rungsdomaéne vermittelt, die sich aus ei-
nem {-Faltblatt und einem «-helicalen
Sekundirstrukturelement aufbaut. Mit-
tels zellpermeabler Fusionspeptide, die
diese Sekundirstrukturelemente ganz
oder teilweise beinhalten, kann nun die
Aktivitdt von p53-Wildtyp bzw. mutier-
tem p53 moduliert werden.

Verstarkung des Bystander-Effekts
von Suizidgentherapeutika durch
Einsatz des TLM-Peptides

Im Unterschied zu anderen bekannten
zellpermeablen Peptiden ist das TLM,
wie nachfolgend beschrieben, auch in
der Lage, den Transport groflerer Prote-
ine iiber Zellmembranen zu vermitteln.
Es ermdglicht nicht nur den Transport
von Proteinen in die Zellen hinein, son-
dern, da es sich um einen freien Diffusi-
onsprozess handelt, auch aus ihnen hin-
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rekombinant verdanderten
HBcAg-Dimers: Das die Zell-
permeabilitdt vermittelnde
TLMist in den spike tip in-
sertiert. TLM Translocation
Motif, d. h. zellpermeables
Peptid des HBV-Oberfla-
chenantigens; HBcAg Hepa-
titis-B-Virus-Core-Antigen

aus. Damit konnte der Einsatz des TLM
als Transfersystem eine drastische Ver-
stairkung des sog. Bystander-Effekts von
Suizidgentherapeutika erlauben. Das
Konzept der Suizidgentherapie zur Be-
handlung von Tumorknoten solider
Organe - wie z. B. der Leber -basiert auf
der Ubertragung eines sog. Suizidgenes
in die Tumorzellen. Als Resultat dieser
Ubertragung werden systemisch appli-
zierte,nichttoxische Pharmaka (sog. pro-
drugs) in den Tumorzellen in toxische
Metabolitenumgewandelt,und eskommt
zur Abtotung der Tumorzellen. Mit die-
ser Methode lassen sich lokal,d.h.im Be-
reich des erfolgten Gentransfers, sehr
hohe Konzentrationen des toxischen
Metaboliten erzielen, wihrend die syste-
mische Toxizitit, die bei konventionel-
len Chemotherapeutika auftritt, vermie-
den werden kann. Als Suizidgen wird in
gegenwirtigen Gentherapiestudien hiu-
fig das Cytosin-Desaminase- (CDase-)
Gen verwendet. Dieses Gen kodiert fiir
ein Enzym, das die nicht toxische Sub-
stanz 5-Fluorcytosin (5-FC) in den toxi-
schen Metaboliten 5-Fluoruracil (5-FU)
umwandeln kann, das in der Chemothe-
rapie zur Behandlung diverser Karzino-
mititen (Rektum, Kolon, Mamma, Ma-
gen, Pankreas) eingesetzt wird. In den
gegenwirtig durchgefithrten Genthera-
piestudien ist allerdings die Effizienz
mit der Suizidgene in die Tumorzellen
iibertragen werden konnen - aufgrund
methodischer Probleme - noch sehr ge-
ring, d.h., die Tumorzellen lassen sich
nicht im erforderlichen Umfang abtoten.
Durch Transfer eines Genkonstruktes,
das fiir ein zellpermeables TLM-CDase-
Fusionsprotein kodiert, in die Tumorzel-
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Abb. 4a—c A Schematische Darstellung der Herstellung zellpermeabler Nukleokapside. a Transfektion
von Zellen mit den fiir zellpermeable Nukleokapside kodierenden Expressionskonstrukten.b Ausgehend
von den eingebrachten Expressionskonstrukten baut die Zelle zellpermeable Nukleokapside auf, die aus
dem Kulturiiberstand isoliert werden konnen und dann c zur Transfektion der jeweiligen Zielzelle/-ge-
webe verwendet werden konnen. Als Markergen dient die Expression des verpackten eGFP-Gens. e DNA-
Verpackungssignal; pol Polymerase; TLM Translocation Motif, d. h. zellpermeables Peptid des HBV-Ober-
flichenantigens; HBcAg Hepatitis-B-Virus-Core-Antigen; eGFP Griin-fluoreszierendes Protein

len, ldsst sich diese Effizienz jedoch
drastisch erhohen. Der Grund dafiir ist,
dass das TLM-CDase-Fusionsprotein im
Unterschied zur bisher verwendeten
konventionellen CDase aus der transfi-
zierten Tumorzelle (producer-Zelle) in
das umliegende Gewebe diffundieren
(spreading) und so auch dort 5-FC zu 5-
FU metabolisieren kann. Folglich er-
reicht der toxische Metabolit eine gro-
BRere Zahl von Tumorzellen.

Einsatz des TLM-Peptides zum
Gentransfer

Das TLM-Peptid kann auch zum Gen-
transfer verwendet werden. Fiir einen ef-
fizienten In-vitro- und In-vivo-Gen-
transfer auf der Basis des TLMs werden
gegenwirtig zwei verschiedene Strategi-
en entwickelt.

Ein sehr einfacher Ansatz basiert
auf einem Fusionsprotein, das aus 4 Mo-
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dulen aufgebaut ist: Es besteht aus einem
hexa-his tag zur leichten Isolierbarkeit
des Proteins, dem TLM-Peptid selbst zur
Vermittlung der Zellpermeabilitit, der
DNA-Bindungsdomine aus dem Hefe-
transkriptionsfaktor Galg sowie aus ei-
nem NLS (Nuclear Localication Signal),
um den Kerntransport der an das Fusi-
onsprotein gebundenen und zu tibertra-
genden Nukleinsdure in der Zelle zu er-
moglichen. Diese 6H-TLM-Gal4-NLS-
Fusionsproteine konnen nun iiber die
DNA-Bindungsdomine mit Nukleinsdu-
ren beladen werden. In den Modellexpe-
rimenten wurde eine DNA verwendet,
die fiir ein leicht nachweisbares Marker-
protein (eGFP, enhanced Green Fluore-
scent Protein) kodiert, um den Gen-
transfer direkt anhand der Griinfluores-
zenz des gebildeten Proteins beobachten
zu konnen. Es zeigte sich, dass damit ein
effizienter Transfer von Nukleinsduren
in kultivierte Zellen méglich ist.

Einsatz zellpermeabler Nukleokap-
side zum Gen- bzw. Epitoptransfer

Ein alternativer Ansatz basiert auf zell-
permeablen Nukleokapsiden (virus like
particles). Die Kapside des HBV bauen
sich aus einzelnen HBcAg-Monomeren
auf. Das HBcAg weist sog. spike tips auf,
also Strukturen, die aus der Oberfliche
des fertigen Kapsidpartikels herausra-
gen. In diese spike tips konnen (ohne
dass die Partikelbildung beeintrachtigt
wird) Fremdsequenzen, in diesem Fall
die Sequenz des TLMs-Peptides, einge-
fiigt werden. Es entstehen damit Kapsi-
de, die auf der Oberfldche das die Zell-
permeabilitit vermittelnde TLM tragen
(AbD. 3). In Kapside des HBV kdénnen
nun Nukleinsduren verpackt werden.
Voraussetzung dafiir ist einerseits das
Vorliegen einer Zelllinie, die die HBV-
Polymerase produziert (Verpackungs-
zelllinie) und andererseits die Existenz
eines kurzen Verpackungssignals (¢) auf
der Nukleinsdure. Sind diese Faktoren
vorhanden, so kénnen aus den TLM-
HBcAg-Monomeren zellpermeable Nu-
kleokapside aufgebaut werden, in die
spezifisch die gewiinschte Nukleinsdure
verpackt wird (Abb. 4a-c). Als Marker-
gen dient wiederum eGFP, um den Gen-
transfer mittels dieser zellpermeablen
Nukleokapside anhand der Griinfluo-
reszenz untersuchen zu kénnen.
Alternativ dazu kénnen solche Kap-
side in E. coli produziert und nach der



Reinigung in ihre HBcAg-Monomere
dissoziiert werden. Erfolgt die Reasso-
ziation in Gegenwart einer Nukleinsdu-
re, so wird diese in die sich wieder zu-
sammenlagernden Kapsidpartikel ver-
packt. Dieses Verfahren kombiniert die
Vorteile des viralen Gentransfers (Effi-
zienz und Schutz der zu transferieren-
den Nukleinsdure vor Degradation) mit
denen des nicht-viralen Transfers (hohe
biologische Sicherheit, da auler dem
20 Nukleotide umfassenden Verpa-
ckungssignal keine viralen Sequenzen
transportiert werden). Da in HBV-Nu-
kleokapside nur maximal 3,2 kB grofe
Nukleinsduren verpackt werden kon-
nen, soll in der Arbeitsgruppe (Abb. 5)
nun, nachdem der ,,Proof of Principle®
erbracht ist, versucht werden, auch Kap-
side anderer Viren, die die Verpackung
groferer Nukleinsduren ermdglichen,
als Transfektionagens zu verwenden.

Zellpermeable Kapside sind darii-
ber hinaus nicht nur zum Gentransfer,
sondern auch zum Epitoptransfer geeig-
net. Das Epitop wird hierbei in das
HBcAg-Monomer eingefiigt, sodass das
sich daraus aufbauende Kapsidpartikel
als Epitoptréger fungiert. Solche epitop-
tragenden Partikel stellen ein gutes
Werkzeug zur Induktion einer T-Zell-
Immunantwort, aber auch einer B-Zell-
Antwort dar.

Ausblick

Aufbauend auf den fiir das Hepatitis-B-
Virus gefundenen Ergebnissen, werden
nun dhnliche Experimente zur Charak-
terisierung der Aktivatorproteine des
Hepatitis-C-Virus durchgefiihrt. Ziel ist
in beiden Fillen, durch selektive Hem-
mung von Signalwegen die Manifestati-

Abb. 5 <«
Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe

on einer Infektion zu verhindern bzw.
die Entstehung eines virusassoziierten
HCCs zu beeinflussen. Im Rahmen wei-
terer Arbeiten zur Charakterisierung
des TLMs soll zum einen die Bedeutung
dieses Motivs fiir den viralen Lebenszy-
klus eingehender charakterisiert wer-
den. Zum anderen sollen auf der Basis
dieses Molekiils neue Ansitze zur hoch-
selektiven Modulation intrazelluldrer Si-
gnalwege sowie des Immunsystems ent-
wickelt werden.
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