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... Die Erde hilt nichts zuriick, sie ist freigebig genug,

Thre Wahrheiten warten allezeit, sie sind auch nicht gar so
verborgen,

Sie sind still und fein, uniibertragbar durch Druckerschwirze,

Sie sind in alle Dinge verwoben, sie teilen sich willig mit,

Sie teilen ein Gefiihl und eine Aufforderung mit: ,,Ich rede
und rede,

Nicht mit Worten, wenn du mich aber nicht horst, was kann
ich dir niitzen?

Zu bessern, zu reifen, - wenn jene fehlen, was kann ich
niitzen?“

Walt Whitman in ,,Grashalme*

... Wir bekennen es vielmehr frei: was nach génzlicher Aufthebung
des Willens iibrig bleibt, ist fiir alle Die, welche noch des Willens
voll sind, allerdings Nichts. Aber auch umgekehrt ist Denen, in
welchen der Wille sich gewendet und verneint hat, diese unsere so
sehr reale Welt mit allen ihren Sonnen und Milchstralen — Nichts.

Arthur Schopenhauer in ,,Die Welt als Wille und Vorstellung, 4. Buch*
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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde eine prophylaktische und therapeutische Immunisierung
gegen das humane Papillomvirus 16 entwickelt. Dazu wurde zundchst die Expressions-
beschriankung des Hauptstrukturgens L1 aufgehoben, indem die Nukleinsduresequenz des L1-
Leserahmens durch Verdnderung der Kodonbenutzung komplett erneuert wurde. Die Ver-
dnderung der Kodonbenutzung fiihrte zu einer hohen Proteinexpression von L1 in
undifferenzierten Sdugerzellen nach transienter Transfektion. Die hohe Expression liess sich
vor allem auf die direkte Verbesserung der Translation zuriickfithren. Zu einem kleinen Teil
tragt daneben aber auch die Beeinflussung von posttranskriptionellen Regulationen zur
Expressionssteigerung bei.

Es konnte gezeigt werden, dass das tiberexprimierte L1 die Fiahigkeit hat, sich intrazellulir zu
Kapsomeren und virusartigen Partikeln zusammenzulagern. Ausserdem wurden Hinweise
gefunden, dass sich Kapsidbildungsnebenprodukte oder —intermediate bilden.

Nach intramuskuldrer Injektion des Expressionsplasmides in Versuchsmiuse konnte ein hoher
kapsidspezifischer Antikorpertiter gemessen werden.

Zur Entwicklung eines prophylaktischen und therapeutischen Ansatzes wurde der kodon-
verdnderte L1-Leserahmen mit Teilen des Tumorantigens E7 des humanen Papillomvirus 16
kombiniert. Die Untersuchung des Kapsidbildungsverhaltens zeigte, dass dieses Fusions-
protein in humanen Zelllinien zwar Kapsomere, nicht aber virusartige Partikel bildet. Die
Kernlokalisation des Fusionsproteins korreliert mit einer Anderung der Komplexbildungs-
eigenschaften, fiihrt aber auch nicht zur Bildung von virusartigen Partikeln. Die DNA-
Immunisierung mit dem Fusionsgen mit und ohne Kernwanderungssignal zeigte schliesslich,
dass mit dem Konzept eine zelluldre Immunantwort gegen E7-Epitope erzeugt werden kann
und dass die kapsidspezifische Antikorperantwort nach Kernlokalisation des Fusionsproteins

gesteigert werden kann.

Schlagworter: humanes Papillomvirus 16, DNA Vakzinierung, Kodonbenutzung
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Abstract

The thesis presents the development of a prophylactic and therapeutic immunization against
the human papillomavirus type 16. First of all, the restricted expression of the major structural
gene L1 was overcome by constructing a codon modified L1 open reading frame. It was
shown, that the modified L1 open reading frame is highly expressable in undifferentiated
human cell lines after transient transfection. Moreover, the high expression leads to the
formation of capsomers and virus-like particles intracellularly. Evidence was found, that the
codon optimization mainly enhances the trandational efficiency directly, whereas trand ation-
independent posttranscriptional events contribute only to a minor degree to the increased
expression level.

The codon-adapted L1 gene demonstrates strongly increased capsid-specific immunogenicity
in vivo compared to that of the original L1 gene.

To develop a prophylactic and therapeutic strategy, the adapted L1 gene was combined with
parts of the tumor antigen E7 of human papillomavirus type 16. It was shown, that the fusion
protein forms capsomers but not chimeric virus-like particles. After nuclear localization, the
fusion protein assembled into higher complexes but still not into virus-like particles.

Finally, DNA immunization demonstrated that a cellular immune response against E7 can be
evoked with the developed concept and that nuclear localization of the fusion protein

correlates with an increased capsid-specific antibody titer.

Keywords: human Papillomavirus 16, codon usage, DNA vaccination
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1. Einleitung

1.1. Papillomviren

1.1.1. Lebenszyklusder Papillomviren

Die Papillomviren gehorten lange zusammen mit den Polyomaviren zur Familie der
Papovaviridae. In der geédnderten Virustaxonomie werden die Papillomviren nun in einer
eigenen Familie zusammengefasst (van Regenmortel et al., 2000). Der Name ,,Papillomviren*
lasst sich aus der Eigenschaft einiger HPV-Typen herleiten, Hautwarzen, sog. Papillome, zu
erzeugen. Die Gruppe der Papillomviren ist sehr heterogen und enthélt eine grofle Zahl von

epitheliotropen DNA-Viren.

[ L1 ] NCR
.

} }

pAE pAL

A

e

frithe Gene spite Gene

)N \

Zellproliferation

Transkription Kapsidproteine

DNA-Replikation

Abb. 1.1: Das Papillomvirus-Genom.

Die 6 frihen Gene (E1-E2 und E4-E7) kodieren Genprodukte, die Funktionen
in der Transkription, der DNA-Replikation und der Zellproliferation haben.

Die spaten Gene (L1 und L2) kodieren fiir die beiden Strukturproteine. NCR,
nichtkodierende Region; pAE, polyA-Signal der friihen Region; pAL, polyA-
Signal der spéaten Region.

Abb. nach Schwartz, 1998.
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Gegenwirtig sind ca. 85 HPV-Typen identifiziert und sequenziert (zur Hausen, 2000). Die
Papillomviren enthalten ein zirkuldres doppelstringiges, ca. 8 kB groBes DNA Genom, das in
infizierten Zellen episomal vorliegt (Lambert, 1991).

Das Genom wird in drei Regionen aufgeteilt und zwar in eine Region der frithen Gene, der
spiten Gene und in die nichtkodierende Region (Abb. 1.1). Die frithen Gene (E1 — E7)
exprimieren Proteine fiir die Replikation, die transkriptionelle Regulation und die Zelltrans-
formation (Schwarz, 1998). Die spiten Gene kodieren fiir die beiden Strukturproteine L1 und
L2. L1 wird als Hauptstrukturprotein und L2 als Nebenstrukturprotein bezeichnet. Die
Strukturproteine bilden zusammen mit einer Kopie des zirkuliren Genoms die infektiosen

Virionen mit ikosaedrischen Kapsiden von ca. 55 nm Durchmesser (Baker et al., 1991).

Virusfreisetzung

virale DNA-Replikation
und Kapsidbildung
zunehmende
Differenzierung '

Primére Infektion — Basalmembran
von Basalzellen

laterale Expansion

Abb. 1.2: Der Vermehrungszyklus der Papillomviren.

Epitheliale Basalzellen werden primar infiziert. Die Expression der frihen
Gene flhrt zu einer verstarkten Proliferation und lateralen Ausbreitung der
infizierten Basalzellen. Die Differenzierung der infizierten Epithelzellen
bewirkt den Beginn der viralen DNA-Replikation und Kapsidbildung.
Komplette Viren werden schlieBlich aus den distalen Schichten des
Epithels freigesetzt. Abb. nach zur Hausen, 2002.

Der Vermehrungszyklus der Papillomviren ist mit der Zelldifferenzierung verbunden. Der
Abschluss eines Replikationszyklusses hingt von der terminalen Differenzierung der
infizierten Epithelzellen ab (Howley, 1996) (Abb. 1.2). Papillomviren infizieren sowohl
kutane als auch mukosale Epithelien. Der Viruseintritt wird hochstwahrscheinlich durch sog.
Mikrotraumata der basalen Schichten ermoglicht (Howley, 1996). Wihrend die frithen Gene
in allen Schichten des Epithels exprimiert werden, ist die Produktion der spéten Proteine L1
und L2 auf die distalen Schichten des Epithels und auf terminal differenzierte Zellen

beschriankt (Howley, 1996). Durch die Beschrinkung der Virusvermehrung auf distale
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epitheliale Schichten gelingt es dem Virus, den Kontakt mit dem Immunsystem zu

minimieren (Tindle, 2002).

1.1.2. Pathogenese des humanen Papillomvirus 16 (HPV-16)

Wihrend ein Teil der humanen Papillomvirus-Typen als relativ harmlos betrachtet wird, hat
man einige Typen, darunter HPV-16, mit der Entwicklung maligner Tumoren in Verbindung
gebracht (zur Hausen, 1977). Besonders gut charakterisiert ist die Beteiligung dieser HPV-
Typen an der Entstehung des Gebarmutterhalskarzinoms. Hier spielen nach gegenwértigem
Stand des Wissens einige HPV-Typen eine kausale Rolle in der Atiologie dieses Tumors. Die
genitale Papillomvirusinfektion wird gemeinhin durch sexuellen Kontakt {iibertragen.
Papillomvirusinfektionen des Zervix erscheinen als flache Condylomata oder niedriggradige
intraepitheliale Neoplasien (LSIL oder CIN I). Die meisten dieser Lisionen werden innerhalb
von 6-12 Monaten vermutlich durch den Eingriff des Immunsystems beseitigt. Ein kleiner
Anteil kann jedoch unter Umstinden persistieren und hochgradige Neoplasien (HSIL oder
CIN II und III), in situ Karzinome bis hin zu invasiven Karzinomen entwickeln (zur Hausen,
2002). Weltweit tauchen jdhrlich ca. 400000 neue Fille des Zervixkarzinoms auf (Parkin et
al., 1999). Die Tatsache, dass die sog. Hochrisiko-HPV-Typen in iiber 90 % der Gebarmutter-
halskarzinome nachgewiesen werden konnen (Bosch et al., 1995), bedeutet allerdings nicht,
dass alle HPV-infizierten Frauen eine persistierende Infektionsform mit hochgradigen Neo-
plasien und Karzinomen entwickeln. Das Risiko der Entwicklung einer hochgradigen intra-
epithelialen Neoplasie innerhalb von 2 Jahren nach der Infektion ist bei infizierten Frauen
allerdings ca. elfmal hoher (Modrow und Falke, 1997).

In den infizierten basalen Epithelzellen ist die virale Genexpression zunidchst unterdriickt,
allerdings fiihrt die Expression der friilhen Gene E5, E6 und E7 dazu, dass die infizierten
Zellen verstdrkt proliferieren und sich lateral ausbreiten. Erst in suprabasalen Schichten des
Epithels wird die Expression der spiten Gene gestartet und das Genom repliziert und
verpackt. Die kompletten Viren werden aus den distalen Schichten des Epithels freigesetzt
(Abb. 1.2).

Gegenwirtig wird angenommen, dass die Genprodukte der drei friihen HPV-16-Gene ES, E6
und E7 fiir die Wachstumsstimulation und die Transformation der Wirtszelle verantwortlich
sind. Im Lebenszyklus sorgt diese virusinduzierte Proliferation auch fiir eine Erhéhung der
Replikation des viralen Genoms. Die induzierten Effekte konnen jedoch eine maligne Pro-

gression des infizierten Gewebes einleiten.
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E5 werden vor allem Funktionen in der frithen Phase der Expansion infizierter Zellen
zugeschrieben, denn der kodierende Bereich des E5-Gens ist in Karzinomzellen hiufig
deletiert (Schwarz et al., 1985). Das Genprodukt ist ein hydrophobes Protein, das — fiir das
Rinderpapillomvirus gezeigt — vor allem im Golgi-Apparat und in der Plasmamembran
lokalisiert (Burkhardt et al., 1989). ES5 kann mit einigen Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren
wechselwirken (Hwang et al., 1995) und dadurch Einfluss auf das Zellwachstum nehmen.
Kiirzlich wurde ausserdem gezeigt, dass ES Apoptose nach DNA-Schiddigung verhindern
kann (Zhang et al., 2002). Dariiber hinaus wurden Hinweise gefunden, dass ES die liganden-
vermittelte Apoptose in humanen Keratinozyten inhibiert (Kabsch und Alonso, 2002).

Eine grolere Rolle bei der Zelltransformation spielen dagegen die Genprodukte von E6 und
E7. Die beiden Gene werden in bosartigem Gewebe exprimiert und ihre Unterdriickung
blockiert den malignen Phénotyp (zur Hausen, 2002). E6 und E7 sind einzeln und kooperativ
in der Lage, in vitro Zellen des Menschen zu transformieren (Miinger €t al., 1989).

E6 interagiert mit p53 (Werness et al., 1990) und bewirkt die Degradation dieses Tumor-
suppressors. Das fiihrt zu einer Verhinderung von Apoptose und dadurch zu einer erhthten
genomischen Instabilitdt. Daneben aktiviert E6 die Transkription der Telomerase (Veldman et
al., 2001) und inhibiert moglicherweise den Abbau der Tyrosinkinase Blk (Oda et al., 1999).
E6 schafft dadurch Bedingungen fiir unkontrolliertes Zellwachstum.

Auf der anderen Seite dereguliert E7 den Zellzyklus, indem es mit dem RB-Genprodukt
interagiert und dessen Abbau bewirkt (Dyson €t al., 1989). Daraus ergibt sich die Freisetzung
des Transkriptionsfaktors E2F, was zu einer Aktivierung von S-Phase-Genen, z. B. des Gens
der Dihydrofolat-Reduktase, der Thymidinkinase und der DNA-Polymerase o (Miinger €t al.,
2001), fiihrt. Zusitzlich aktiviert E7 die Gene fiir cyclin A und E (Zerfass et al., 1995) und
inhibiert die Funktion der cdk-Inhibitoren p21CIP1 (Jones et al., 1997) und p27KIP1
(Zerfass-Thome et al., 1996). Daneben hat die E7-induzierte abnormale Centrosomen-
Amplifikation eine wichtige Rolle bei der malignen Progression durch Erzeugung von
Aneuploidie (Duensing et al., 2001).

E6 und E7 wirken bei der Zelltransformation synergistisch. Zum einen verhindert E6 die E7-
induzierte Apoptose. Zum anderen werden die Beeintrichtigungen der E6-Funktionen durch
den cdk-Inhibitor INK4A mit Hilfe der direkten Aktivierung von cyclin A und E durch E7
umgangen (zur Hausen, 2002).

Wihrend der Entwicklung des malignen Phénotyps wird das episomale virale Genom héaufig
im E2-Leserahmen geoffnet und in das Genom der Wirtszelle integriert (Schwarz et al.,

1985). Die Repression integrierter Sequenzen von E6- und E7 durch E2 (Romanczuk et al.,
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1990; Bechtold et al., 2003) wird dadurch verhindert. Weil bei der Integration ausserdem
hédufig Teile des viralen Genoms deletiert werden (Schwarz et al., 1985; Wagatsuma €t al.,
1990), kann es dazu kommen, dass die E6- und E7-Expression unter die Kontrolle von
zelluldren Promotoren gestellt wird (zur Hausen, 2002). Durch diese Entwicklungen wird die
E6- und E7-Expression im Verlauf der malignen Progression erhoht.

Aber es muss betont werden, dass die E6- und E7-Expression nicht allein zu einem malignen
Status fiihrt. Die Erhohung der genomischen Instabilitdt, vermehrte Mutationen sowie die
Entstehung von Aneuploidie konnen schlieBlich zu Verdnderungen in Wirtszellgenen fiihren,
die die Differenzierung und die Angiogenese beeinflussen und damit einen invasiven

Phénotyp erzeugen.

1.1.3. Regulation der spiten Papillomvirusgene

Die Expression der spiten Papillomvirusgene ist auf terminal differenzierte Keratinozyten
beschrinkt (Howley, 1996). Dadurch begriindet sich die eingeschrinkte Verwendbarkeit der
Strukturgene in der genetischen Immunisierung.

Die Expression der spéten Papillomvirusgene wird sowohl auf der transkriptionellen als auch
auf der posttranskriptionellen Ebene eng reguliert. Auf der transkriptionellen Ebene hat man
Hinweise auf differenzierungsabhingige Promotoren gefunden (Baker et al., 1987;
Grassmann €t al., 1996). Ausserdem wird die Transkription hinter dem polyA-Signal der
frithen Region terminiert, bevor die spite Region erreicht ist (Baker und Noe, 1989) (Abb.
1.1). Daneben werden Ccis-operierende DNA Elemente (sog. ,enhancer”), die fiir die
differenzierungsabhingige Transkription notig sein konnten, in der nichtkodierende Region
vermutet (Nuss Parker et al., 1997).

Auf der posttranskriptionellen Ebene sind sog. negativregulatorische RNA-Elemente fiir die
differenzierungsabhingige Expression der spdten Gene verantwortlich (Schwartz, 1998;
Collier et al., 2002). Ausserdem wird zumindest fiir das Rinderpapillomvirus (BPV-1)
vermutet, dass die Verwendung von speziellen Kodons in den spiten Genen und damit
verbunden eine differenzierungsabhingige tRNA-Verfiigbarkeit zur Regulation der Trans-
lation beitrdgt (Zhou et al., 1999).

Die Uberwindung der Expressionsbeschrinkung speziell der spiten Papillomvirusgene wird
neue Perspektiven zur Immunisierung gegen Papillomviren erdffnen. Denkbar ist einerseits

die Verbesserung der Produktion von virusartigen Partikeln und andererseits eine Anwendung
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der Strukturgene in der genetischen Vakzinierung. Im folgenden soll daher nidher auf die

negativregulatorischen RNA-Elemente eingegangen werden.

HPV-16-Genom

NCR
E7 E4 L2 / \
E6[ | El [ Es| L1
[ | | E2 |
[ ! n
PAJE p(A)L

Abb. 1.3: Expression der spaten HPV-16-Gene.

p(A)E, frihes polyA-Signal; p(A)L, spates polyA-Signal; NCR, nichtkodierende

Region; G", methylierte 5'-cap-Struktur.
Abb. nach Collier et al., 2002.

1.1.3.1. Regulatorische RNA Sequenzen auf viralen und zelluléiiren mRNAs

Die Halbwertszeiten der mRNA und die Translationseffizienzen konnen nicht als statisch

angesehen werden. Sie sind vielmehr fluktuierend in Abhingigkeit von verschiedenen

Faktoren. So sind z. B. sowohl virale als auch zelluldre expressionsmodulierende RNA-

Elemente bekannt. Man nimmt an, dass diese RNA-Elemente mit zelluliren trans

operierenden Faktoren interagieren und dadurch das ,,Schicksal*“ der mRNA bestimmen. Es

ist denkbar, dass die RNA-bindende Aktivitit solcher Faktoren abhingig von bestimmten

Stimuli oder differenzierungsabhingig reguliert wird.

Eines der am besten charakterisierten zelluliren RNA-Elemente ist das eisenabhingige

Element in der 5’-untranslatierten Region (UTR) auf der Ferritin-mRNA. Die Interaktion

zwischen diesem Element und einem Protein fiihrt bei niedrigen intrazelluliren Eisen-
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konzentrationen zu einer Blockierung der Transation der mRNA (Klausner et al., 1993). Das
3’-UTR-Element der Transferrinrezeptor-mRNA (Klausner et al., 1993) ist ein anderes
Beispiel aus dem Eisenstoffwechsel. Weitere Beispiele fiir bekannte zellulidre regulatorische
RNA-Elemente sind das 3’-UTR-Element der Histon-mRNA (Marzluff und Hanson, 1993)
und die sog. AU-reichen RNA-Elemente (Ross, 1995; Sachs, 1993). Auch in der kodierenden
Region sind regulatorische RNA-Elemente gefunden worden. Beispiele sind die mRNAs von
c-myc und c-fos (Ross, 1995). Interessanterweise hat man festgestellt, dass die Deletion des
Instabilitdtselementes von c-fos zu einer Erhohung der Onkogenitét des Protoonkogens c-fos
fithrt (Raymond et al., 1989). Das unterstreicht die Bedeutung dieser posttranskriptionellen
Regulationen.

Auch bei Viren findet man regulatorische RNA-Elemente vor allem auf mRNAs, die die
Strukturproteine kodieren (Schwartz, 1998). Diese Regulation schafft moglicherweise
Bedingungen fiir eine virale Persistenz und fiir ein Entkommen vor der Immunantwort des
Wirtes. Beispiele finden sich bei HIV-1 (Felber und Pavlakis, 1993), HTLV-1 (Saiga et al.,
1997) und beim Hepatitis-B-Virus (Huang und Liang, 1993).

1.1.3.2. Negativregulatorische Elemente bei den Papillomviren

Die posttranskriptionelle Regulation der spiten Papillomvirusgene verdient im Kontext der
vorgelegten Arbeit eine genauere Betrachtung.

Man hat sowohl in der 3’-UTR als auch in der kodierenden Region der spiten mRNAs
regulatorische Elemente gefunden (Schwartz, 1998). Im HPV-1-Genom wurde ein AU-
reiches regulatorisches Element in der 3’-UTR der spiten mRNAs gefunden (Zhao et al.,
1996). Das Element interagiert mit einer Reihe von kernlokalisierten und zytoplasmatischen
Proteinen in HeLa-Zellen (Zhao et al., 1996). Es ist auffillig, dass die Interaktionspartner
ebenfalls mit dem AU-reichen Element von c-fos wechselwirken (Sokolowski et al., 1997).
Es wird vermutet, dass die spiaten Gene von HPV-1 und das Gen von c-fos unter derselben
zelluldren Regulation stehen (Sokolowski et al., 1997).

Beim Rinderpapillomvirus BPV-1 wurde ein negativregulatorisches RNA-Element in der 3’-
UTR ,stromaufwirts des polyA-Signals identifiziert, das die Konzentration der zyto-
plasmatischen und polyadenylierten spaten mRNAs reduziert (Furth und Baker, 1991). Dieses
Element weist ausserdem eine Sequenzhomologie zur 5°-Spleif3-Stelle der spiten Gene auf

und interagiert mit der snRNA U1 (Furth et al., 1995).
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HPV-16 weist sowohl in der 3’-UTR als auch in der kodierenden Region negativ-
regulatorische Elemente auf. In der 3’-UTR wurde eine aus 79 Nukleotiden bestehende
Region identifiziert (Kennedy et al., 1991), die aus vier zur 5’-Spleif3-Stelle homologen
Abschnitten und einem GU-reichen Abschnitt besteht (Furth et al., 1995; Dietrich-Goetz et
al., 1997). Schon frith wurde die Region mit einer erh6hten RNA-Degradation in Verbindung
gebracht (Kennedy et al., 1991). Mogliche Interaktionspartner sind die an der RNA-
Prozessierung beteiligten Proteine U2AF® (Dietrich-Goetz €t al., 1997; Koffa et al., 2000),
CstF-64 und HuR (Koffa et al., 2000) sowie diec snRNA Ul (Furth et al., 1995). Es konnte
gezeigt werden, dass die Mengen an U2AF® und CstF-64 differenzierungsabhingig in
Keratinozyten verindert werden (Koffa et al., 2000).

In der kodierenden Region von HPV-16-L1 und -L2 sind ebenfalls negativregulatorische
RNA-Elemente gefunden wurden (Tan et al., 1995; Sokolowski et al., 1998; Collier et al.,
2002). Die negativregulatorischen Elemente der kodierenden Regionen decken groBere
Sequenzabschnitte als die 3’-UTR-Elemente ab (Schwartz, 1998). In der kodierenden Region
von HPV-16-L2 wurde am 5’- und am 3’-Ende je ein Element identifiziert (Sokolowski et al.,
1998). Es konnte gezeigt werden, dass das 3’-Element mit den RNA-bindenden Proteinen
hnRNP K sowie PCBP-1 und -2 interagiert (Collier et al., 1998). Die kodierende Region von
HPV-16-L1 konnte in cis die Expression eines Reportergens inhibieren (Tan et al., 1995). Tan
et al. zeigten ausserdem, dass die Anwesenheit der kodierenden Sequenz von L1 den Gehalt
der jeweiligen mRNA reduzierte. Eine genauere Kartierung der inhibitorischen Sequenzen
ergab, dass sich am 5’-Ende in den ersten 514 Nukleotiden der kodierenden Region von L1
multiple, unabhingig operierende Elemente befinden (Collier et al., 2002). Collier et al.
fanden ausserdem Hinweise, dass verschiedene andere Papillomviren vergleichbare Elemente

in der kodierenden Region von L1 haben (Collier €t al., 2002).

1.1.3.3. Steigerung der Expression der spiaten Gene

In fritheren Arbeiten sind einige Versuche unternommen worden, in die Regulation der spéten
Papillomvirusgene einzugreifen.

Heino et al. konnten zeigen, dass die Expression von HPV-16-L1 und -L2 mit
rekombinantem Semliki-Forest-Virus zu groen Mengen an L1- und L2-Protein fiihrt (Heino
et al., 1995). Das Semliki-Forest-Virus gehort zu den Alphaviren, die im Zytoplasma
replizieren. Zhou et al. hatten zuvor dhnliche Ergebnisse fiir BPV-1-L1 mit rekombinanten

Vaccinia-Viren gezeigt (Zhou et al., 1993). Vaccinia-Viren generieren ihre mRNAs im
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Zytosol und umgehen damit ebenfalls den Kernexport. Diese Resultate lieferten im iibrigen
erste Hinweise, dass die inhibitorischen Sequenzen von L1 und L2 Kernfaktoren benotigen.
Tan et al. konnten zeigen, dass die Expression von HPV-16-L1 mit Hybrid-mRNAs, die
zusitzlich Transportelemente von HIV-1 oder SRV-1 (,,simian retrovirus 1*) enthielten, ver-
bessert werden kann (Tan et al., 1995). Diese Ergebnisse bestitigten die Vermutung, dass
Kernfaktoren an der Inhibition der spiten mRNAs beteiligt sind, die durch die Transport-
elemente umgangen werden konnen.

Auch die inhibitorischen Sequenzen in den kodierenden Regionen konnten inaktiviert werden.
Zhou et al. gelang ein interessanter Ansatz, indem sie die Sequenz BPV-1-L1 so verinderten,
dass in Sdugergenen seltene Kodons gezielt durch hdufige Kodons ersetzt wurden, wobei sie
sich dabei zunutze machten, dass der genetische Code degeneriert ist, d. h. dass bestimmte
Aminosduren von verschiedenen Kodons kodiert werden. Die BPV-LI-Proteinexpression
konnte durch diesen Ansatz verbessert werden (Zhou €t al., 1999). Sie lieferten damit
Hinweise, dass moglicherweise limitierende Kodons und damit verbunden bestimmte tRNA-
Verfiigbarkeiten einen Beitrag zur Regulation der spiten Gene leisten. Die Autoren schlieBen
allerdings auch nicht aus, dass durch die Sequenzverdnderungen bisher nicht kartierte
inhibitorische RNA-Elemente in der kodierenden Region von BPV-1-L1 inaktiviert wurden.
Collier et al. zeigten, dass die Einfiigung von Punktmutationen in das 5’-Ende der kodier-
enden Region von HPV-16-L1 zu einer verstirkten Proteinexpression fiihrt (Collier et al.,
2002). In diesem Bereich wurden multiple, unabhéngig agierende inhibitorische Elemente

identifiziert (Collier et al., 2002).

1.1.3.4. Kodonverwendung als Regulation der Proteinexpression

Der genetische Code ist degeneriert, d. h. bestimmte Aminosduren werden von mehreren
Kodons kodiert (Nirenberg, 1965). Die meisten Zellen haben mehrere Gruppen von sog.
isoakzeptierenden tRNAs, die Spezifitit fiir dieselbe Aminosiure besitzen. Auf der anderen
Seite binden viele tRNAs mehrere Kodons, die fiir eine bestimmte Aminosiure kodieren.
Unterschiede im tRNA-Besatz sind sowohl zwischen verschiedenen Organismen als auch in
verschiedenen Geweben bestimmter Organismen beobachtet worden (Smith, 1996). Innerhalb
eines Organismus hat man in differenzierten und neoplastischen Zellen Abweichungen im
tRNA-Besatz gefunden (Kanduc, 1997). Dies wird als eine mogliche Erkldrung angesehen,
warum dasselbe Gen in verschiedenen Organismen unterschiedlich stark exprimiert wird

(Smith, 1996). Die Kodonverwendung kann also zur Genregulation beitragen. Es existiert
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dabel eine Korrelation zwischen der Effizienz der Expression, insbesondere der
Elongationsrate, und der Verwendung bestimmter Kodons in einem bestimmten Organismus
(Holm, 1986). Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden Expressionssteigerungen durch
Anderungen der Kodonbenutzungen in einigen zuriickliegenden Arbeiten, z. B. in der
Biotechnologie zur Steigerung der Erythropoietinproduktion (Kim et al., 1997), fiir das
Reportergen gfp (Zolotukhin et al., 1996) und fiir das Strukturgen env von HIV-1 erfolgreich
durchgefiihrt (Haas et al., 1996).

Virus-Genome haben verglichen mit dem Wirtsgenom héufig einen unterschiedlichen GC-
Gehalt (Strauss et al., 1995). Das ist ein Hinweis auf eine unterschiedliche Kodonbenutzung.
Eine genauere Betrachtung des BPV-1-Genoms ergab, dass einige Kodons verglichen mit der
Verteilung im Wirtsorganismus iiberreprésentiert sind (Zhou et al., 1999). Die Untersuchung
anderer Papillomvirustypen ergab dhnliche Ergebnisse (Zhou €t al., 1999). Durch die gezielte
Veridnderung dieser seltenen Kodons konnte die BPV-1-L1-Expession in undifferenzierten
Saugerzellen gesteigert werden. Es wird vermutet, dass die seltenen Kodons limitierend auf
die tRNA-Vertfiigbarkeit wirken (Zhou et al., 1999). Obwohl in Betracht gezogen werden
muss, dass durch diese Mutationen mogliche regulatorische RNA-Elemente inaktiviert
wurden (siehe Kapitel 1.1.3.2.), lieferten diese Ergebnisse erste Hinweise, dass eine selektive

Kodonbenutzung zur Regulation der spiten Papillomvirusgene beitrigt.

1.1.4. Strukturproteine und Kapsidbildung

Das HPV-Kapsid setzt sich aus dem Hauptstrukturprotein L1 und dem Nebenstrukturprotein
L2 zusammen. L1 ist ein 55 kDa grof3es Protein, das die Fihigkeit hat zu oligomerisieren. Es
kann sich zu Homopentameren, sog. Kapsomeren, zusammenlagern. Kapsomere von COPV
(,,canine oral papilloma virus*) haben einen Sedimentationskoeffizienten von 11 — 14 S (Yuan
et al., 2001). 72 dieser Kapsomere bilden das virale Kapsid mit einem T = 7 ikosaedrischen
Aufbau (Baker et al., 1991). Kapsomere bilden sich im Zytosol und sind in der Lage, die
Kernporen zu passieren (Merle et al., 1999).

Es gibt Hinweise, dass der C-Terminus von L1 wéihrend der Kapsidbildung Wechsel-
wirkungen mit dem benachbarten Kapsomer schafft (Modis et al., 2002). Interkapsomere
Disulfidbriicken sorgen fiir eine weitere Stabilisierung des Kapsids (Sapp et al., 1998;
McCarthy et al., 1998; Li et al., 1998; Modis et al., 2002) (Abb. 1.4).

L1 ist alleine fihig, nach heterologer Uberexpression mit rekombinanten Bakuloviren,

rekombinanten Vacciniaviren, rekombinanten Alphaviren und in Hefen kapsidartige Struk-
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turen, sog. virusartige Partikel (,,virus-like particles”, VLP) zu bilden (Zhou et al., 1991a;
Kirnbauer et al., 1992; Hagensee et al., 1993; Rose €t al., 1993; Sasagawa et al., 1995; Heino
et al., 1995) (Abb. 1.4). Kryoelektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten bei einer
Auflésung von 3,5 nm, dass diese virusartigen Partikel nativen Virionen sehr dhnlich sind
(Hagensee et al., 1994). Die Sedimentationskoeffizienten papillomvirusartiger Partikel
betragen 150 S fiir HPV-11 (McCarthy et al., 1998) und 140 S fiir COPV (Yuan et al., 2001).

L1 L1
Monomer Kapsomer

ikosaedrisches Kapsid,
72 Kapsomere, Durchmesser 55 nm,
virusartiges Partikel

Abb. 1.4: Bildung von virusartigen Partikeln (VLPS).

Papillomvirus-L1-Monomere oligomerisieren zu sog. Kapsomeren. 72 hexavalente
Kapsomere bilden das ikosaedrische Kapsid.

Abb. nach Paintsil, 1998.

L2 ist — basierend auf der Primidrsequenz — ein 55 kDa groBles Protein, das nur zu einem
kleinen Teil — 12 Proteine pro Virion — zur Kapsidstruktur beitrdagt (Kirnbauer et al., 1993).
Auffillig ist, dass das Laufverhalten von L2 im SDS-Gel nicht dem aus der Primirsequenz
errechneten Molmasse entspricht (Tornese Buonamassa et al., 2002). Es gibt Hinweise, dass
L2 fiir die Infektiositdt wichtig ist (Kawana et al., 2001; Stauffer et al., 1998; Unckell et al.,
1997). Kiirzlich sind ausserdem einige zelluldre Interaktionspartner identifiziert wurden
(Gornemann €t al., 2002). Die exakte Rolle von L2 in der HPV-Morphogenese ist bisher
jedoch noch unklar. Es sind ausserdem Hinweise gefunden worden, dass L2 mit Kapsomeren
aus L1 im Zytosol Komplexe bilden kann, die in den Kern gelangen kdnnen (Florin et al.,
2002). Dariiber hinaus sind jedoch fiir Papillomviren im Gegensatz zu den verwandten
Polyomaviren (Yuen und Consigli, 1985) bisher keine Kapsidbildungsintermediate

beschrieben worden. Dagegen wurden nach Uberexpression Hinweise auf Nebenprodukte in
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Form von irregulér kleinen Kapsiden (Zhou et al., 1991a; Sasagawa et al., 1995) und von

tubuldren Strukturen (Kirnbauer et al., 1993; Sasagawa et al., 1995) gefunden. Interessanter-

weise konnte gezeigt werden, dass sich eine N-terminale Deletionsmutante von HPV-16 L1

zu kleineren ikosaedrischen Kapsiden bestehend aus 12 Kapsomeren zusammenlagert (Chen

et al., 2000b).

1.1.5. E7: Aufbau, Dominen, Funktionen

E7 war das erste entdeckte Onkoprotein der Hochrisiko-HPV-Typen. Es ist ein saures, ca. 21

kDa groB3es Phosphoprotein (Smotkin und Wettstein, 1987), das aus 98 Aminosiuren besteht.

CR1 HD

CRZHO!  C-X-X-O

pRB, p107, p130 (Bindung)
pRB, p107, p130 ( Degradetion)

pRB, p107, p130 (E2F Freisetzng)
p27KIPL

p21CIPL

TBP

TAFL10

AP-1

Mi2g

IGFBP-3

M2PK
a-Glukosidase
hTid

p48 (1SGF3)

IRF-1

FAktin

MPP2

S (26S Proteasom)

Abb. 1.5: Aufbau und Interaktionspartner von HPV-16-E7.

Die grauen Balken zeigen die jeweiligen Wechselwirkungsbereiche des E7 mit den
aufgelisteten Interaktionspartnern. CR1 HD, CR1 homologe Doméne; CR2 HD, CR2
homologe Doméne; LXCXE, RB-Bindungsmotiv; CKIl, Phosphorylierungsstelle der
Casein-Kinase Il; CXXC, Zink-Finger-Motiv
Abb. nach Munger et al., 2001

Der N-Terminus von E7 weist groe Homologie zu den Doméinen 1 und 2 des E1A-Proteins
der Adenoviren (CR1 und CR2) und einer Region im groen T-Antigen von SV40 auf (Abb.
1.5). Uber das LXCXE-Motiv dieser Region findet die Interaktion mit dem zelluliren Tumor-
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suppressor RB statt (Phelps et al., 1992). Im N-terminalen Bereich befindet sich eine
Phosphorylierungsstelle der Casein-Kinase Il (Barbosa et al., 1990). Der C-Terminus enthilt
eine Zink-Finger-Doméne mit zwei Kopien eines Cys-X-X-Cys-Motivs im Abstand von 29
Aminosduren (McIntyre et al., 1993). Diese Domine fungiert als Dimerisierungs- bzw.
Multimerisierungsdomine (Mclntyre et al., 1993; Clements et al., 2000). Mutationen in den
Cys-X-X-Cys-Motiven reduzieren die transformierenden Eigenschaften von E7 (Mclntyre et
al., 1993) und destabilisieren das Protein (Phelps et al., 1992; Shi et al., 1999). Der C-
Terminus ist ausserdem an der Interaktion mit zahlreichen zelluldren Faktoren beteiligt (Abb.
1.5) (Miinger et al., 2001).

E7 lokalisiert iiberwiegend im Zellkern (Sato et al., 1989), obwohl ein typisches Kern-
wanderungssignal fehlt. Auf der anderen Seite wurden einige nicht im Kern lokalisierte
Wechselwirkungspartner gefunden, z. B. die dimere M2-Pyruvatkinase (M2PK; Abb. 1.5)
(Zwerschke und Jansen-Diirr, 2000) und die S4-Untereinheit des 26S-Proteosoms (Miinger €t
al., 2001; Abb. 1.5).

E7 hat niedrige ,,steady-state levels*, was auf die relativ niedrige Halbwertszeit von ca. 30

min zuriickgefiihrt wird (Smotkin und Wettstein, 1987; Reinstein et al., 2000).

1.2. DNA-Immunisierung

Das Konzept der Vakzinierung wurde erstmals von Edward Jenner vor iiber 200 Jahren mit
einem von der Kuh stammenden Pockenvirus demonstriert. Seitdem wurden mit der Methode
der Vakzinierung zahlreiche Triumphe gegen infektiose Agenzien gefeiert. Es sind jedoch
eine Reihe von Herausforderungen geblieben, darunter das humane Immundefizienz-Virus
(HIV), das Hepatitis-C-Virus, der Malaria-Parasit Plasmodium falciparum und nicht zuletzt
die humanen Papillomviren mit prophylaktischen und therapeutischen Aspekten. Ein
Hindernis scheint zu sein, dass ein effektiver Schutz gegen diese Pathogene auch eine
zelluldre Immunantwort erfordert. Sdmtliche gegenwirtig lizensierten Impfstoffe stimulieren
aber vor allem die Antikorperproduktion. Von den etablierten Impfstoffen induzieren nur die
attenuierten Organismen effiziente zelluldre Immunantworten. Der Einsatz von attenuierten
Papillomviren oder humanen Immundefizienz-Viren wirft jedoch berechtigte Sicherheits-
bedenken auf. In den letzten Jahren ist deshalb an Alternativen gearbeitet worden. Es konnte
gezeigt werden, dass sog. DNA-Vakzine die Bedingungen erfiillen, sowohl eine humorale als
auch eine zelluldre Immunantwort zu erzeugen (Gurunathan et al., 2000). Typischerweise

besteht ein DNA-Vakzin aus einem bakteriellen Plasmid, das das Gen des Pathogens oder
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Tumorantigens enthidlt. Zur Erhohung der Expression ist das Gen hiufig unter die Kontrolle
eines starken viralen Promotors gestellt. DNA-Vakzine werden normalerweise in simplen
Salzlosungen administriert und héufig intramuskuldar (i. m.) injiziert. Alternative Appli-
kationsarten, wie z. B. die ,,gene gun“-Technik, werden zur Zeit ausprobiert. Bei der ,,gene

gun“-Technik werden Goldpartikel mit der DNA beschichtet und gasgetrieben unter die Haut

gedriickt.
@ Plasmid-DNA
N
MHC |
. Muskelzell TCR
\-. ?" naive T-Zelle .
zytotoxische
. . s \ T-Zelle
l@ O—
@, O\ / T,, Effektorzelle
TCR
Antigen .
naive T-Zelle
D4
B—ZelleO — @ -« \
IL-4,1L-5 e
\ Ty Effektorzelle T,, Effektorzelle
Plasme-Zelle
e
O _— s f — humorale | mmunantwort
1g-Sekretion

Abb. 1.6: Immunantworten nach DNA-Immunisierung.

Somatische Zellen nehmen die applizierte Plasmid-DNA auf und produzieren das
Antigen. Freigesetztes Antigen kann einerseits von B-Zellen erkannt werden und zur
Antikérperproduktion fihren oder von antigenpréasentierenden Zellen aufgenommen
werden und auf MHC | und Il Komplexen préasentiert werden. Ausserdem kann
antigenkodierende Plasmid-DNA von antigenprasentierenden Zellen aufgenommen
werden. Auf diesem Wege wird das Antigen lber den sog. endogenen Weg auf MHC
| Komplexen prasentiert. Die Prasentation auf MHC | und Il Komplexen fiihrt zur T-
Zellantwort mit zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen.

APC, antigenprasentierende Zelle; CD 4 und 8, Differenzierungscluster; FasL, Fas-
Ligand; Ig, Immunglobulin; IL, Interleukin; TCR, T-Zellrezeptor; MHC | und |,
Haupthistokompatibilitdtskomplexe.

Nach der Injektion in den Organismus tritt das Plasmid in die Wirtszelle ein und liegt im
Zellkern episomal vor (Seder und Gurunathan, 1999). Das Antigen wird dann synthetisiert, da
der Metabolismus der Wirtszelle die episomale DNA mit einbezieht. Aus dieser Tatsache
ergeben sich einige potentielle Vorteile gegeniiber der Immunisierung mit rekombinantem

Protein oder getdteten Organismen: Ein intrazelluldr produziertes Protein wird hochst-
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wahrscheinlich mit der nativen Konformation gefaltet, mit den spezifischen post-
translationalen Modifikationen der Wirtszelle versehen und oligomerisiert moglicherweise
geeignet. Nach postnekrotischer und postapoptotischer Freisetzung konnte dadurch die
Produktion von neutralisierenden Antikorpern ermoglicht werden. Ausserdem enthilt
bakterielle Plasmid-DNA unmethylierte Cytidinphosphatguanosin-Motive (CpG), die
zelluldre Immunantworten verstarken konnen (Roman €t al., 1997).

Dariiber hinaus wird die Herstellung eines DNA-Vakzins als relativ einfach und kosten-
effektiv betrachtet (Gurunathan et al., 2000). Wichtig zu erwihnen ist allerdings, dass
Bedenken zur Sicherheit von DNA-Vakzinen aufgekommen sind. Es ist moglich, dass die
Plasmid-DNA in das Wirtsgenom integriert und dadurch eine maligne Entartung der Zelle
erzeugen konnte (Seder und Gurunathan, 1999). Bislang sind dafiir jedoch keine klaren
Hinweise gefunden worden (Gurunathan et al., 2000).

Die Antigenprdsentation nach Immunisierung mit antigenkodierender DNA lduft im
wesentlichen iiber drei Mechanismen (Gurunathan et al., 2000) (Abb. 1.6):

Erstens werden Epitope auf MHC-I-Komplexen transfizierter somatischer Zellen présentiert
(sog. ,direct priming®). Die antigenexprimierenden somatischen Zellen sind aber
wahrscheinlich nicht direkt an der Induktion der Immunantwort beteiligt (Gurunathan et al.,
2000). Es wird vielmehr angenommen, dass sie als ,,Antigenreservoir zur Verstarkung und
Verldangerung der Immunantwort beitragen (Gurunathan et al., 2000).

Zweitens konnen ebenfalls professionelle antigenprisentierende Zellen direkt mit der antigen-
kodierenden DNA transfiziert werden, was zu einer Antigenprisentation iiber den sog.
endogenen Weg auf MHC-I-Komplexen und dadurch zu einer Induktion von mit dem Fas-
Liganden (CD 178) und mit Perforin/Granzymen bewaffneten zytotoxischen T-Zellen fiihrt,
die nach ihrer Aktivierung IFNy sezernieren und antigenexprimierende Zielzellen abtiten
konnen (Zusammengefasst in Barry und Bleackley, 2002).

Drittens produzieren transfizierte somatische Zellen das Antigen in grolen Mengen, so dass
es zu post-apoptotischem oder post-nekrotischem Transfer des Antigens in professionelle
antigenprasentierende Zellen kommen kann (sog. ,,cross priming®). Es konnte gezeigt werden,
dass das Antigen auf diese Weise nicht nur iiber den sog. exogenen Weg auf MHC-II-
Komplexen prasentiert wird, sondern dass es zur sog. Kreuzpridsentation auf MHC-I-
Komplexen kommen kann (Heath und Carbone, 2001). Die Pridsentation auf MHC-II-
Komplexen von antigenprisentierenden Zellen fiihrt zur Induktion der T-Helferzellen (Thl
und Th2), die akzessorische Funktionen bei der Aktivierung von Makrophagen und B-Zellen

iibernehmen. Die T-Helferzellen sezernieren dafiir eine Reihe von Zytokinen, darunter
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Interleukin-4 und -5. Die Helferantwort nimmt eine wichtige Rolle bei der Erzeugung von
Immunreaktionen insbesondere gegen Tumore ein (Toes et al., 1999; Hung et al., 1998).
Freigesetztes Antigen kann ausserdem B-Zellen aktivieren und somit zur Antikorper-
produktion, also zur humoralen Immunantwort fiithren.

Nach der ersten erfolgreichen Verwendung, um Immunantworten gegen Influenzaviren zu
erzeugen (Ulmer et al., 1993), hat sich die Immunisierung mit antigenkodierender Plasmid-
DNA in der letzten Dekade als effizienter Ansatz zur Erzeugung von Immunantworten gegen
virale (Chen et al., 1999), parasitiare (Nielsen et al., 1999) und bakterielle (Fensterle et al.,

1999) Pathogene erwiesen.

1.3. Immunisierungen gegen Papillomviren

Man geht davon aus, dass ein Impfstoff gegen HPV-16 eine persistierende Infektion
verhindern und dadurch die Haufigkeit des Gebarmutterhalskrebses senken konnte (Koutsky
et al., 2002). Daneben wiirde ein effektives Vakzin ausserdem die Ausgaben fiir etablierte
Behandlungen von HPV-Infektionen und assoziierten Erkrankungen reduzieren (Hughes et
al., 2002).

Im wesentlichen werden zur Zeit drei Strategien zur Entwicklung von Impfstoffen gegen
Papillomviren verfolgt:

Die erste Strategie ist ein prophylaktischer Ansatz mit dem Ziel, neutralisierende Antikorper
gegen die Strukturproteine zu erzeugen, um den Viruseintritt in die basalen epithelialen
Keratinozyten zu verhindern. Hier ist die Entwicklung von virusartigen Partikeln (VLP)
bestehend aus L1 oder L1 und L2 sehr vielversprechend (Schiller, 1999). Virusartige Partikel
(Abb. 1.7) konnen durch Expression der Strukturproteine mit verschiedenen Expressions-
systemen hergestellt werden (Zhou et al., 1991a; Kirnbauer et al., 1992; Hagensee €t al.,
1993; Rose et al., 1993; Sasagawa et al., 1995; Heino et al., 1995). Virusartige Partikel
verschiedener HPV-Typen sind produzierbar (Schiller, 1999). VLPs dhneln morphologisch
den nativen Virionen (Hagensee €t al., 1994), prisentieren konformative Epitope und konnen
neutralisierende Antikorper induzieren (Roden et al., 1996). Zusitzlich zu den virusartigen
Partikeln sind einige andere prophylaktische Immunisierungsverfahren untersucht worden. So
ist auch das Nebenstrukturprotein L2 als Antigen getestet worden. Die Immunisierung mit L2
als Antigen bietet den Vorteil, dass ein Epitop von L2 eine Kreuzprotektion gegen

verschiedene HPV-Typen induzieren kann (Kawana et al., 1999).
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Die Immunisierung mit Plasmid-DNA basierend auf dem L1-Gen lieferten fiir HPV-16 nur
enttduschende Ergebnisse (Dupuy et al., 1999; Rocha-Zavaleta et al., 2002). Fiir bestimmte
andere Papillomvirustypen und bestimmte Administrationswege konnten jedoch auch durch
DNA-Immunisierungen stdrkere Ll-spezifische Antikorperantworten induziert werden
(Sundaram €t al., 1996; Donelly et al., 1996; Matsumoto et al., 2000). Ausserdem ist es
dhnlich wie in der vorgestellten Arbeit fiir HPV-6b gelungen, die Antikorperantwort gegen L1
nach DNA-Immunisierung durch Kodonveridnderung des L1-Leserahmens zu verbessern (Liu

et al., 2002a).

Abb. 1.7:

Elektronenmikroskopische Aufnahme

von virusartigen Partikeln aus HPV-16-L1.
Abb. aus Mdller et al., 1997

200nm

Alternativ zur DNA-Immunisierung wurde das L1-Gen durch bestimmte rekombinante Viren
transportiert, die ihre mRNAs im Zytosol generieren und somit die Regulation der L1-
Expression (Kapitel 1.1.3.) umgehen. Auf diese Weise wurden virusartige Partikel in
undifferenzierten Zellen erzeugt (Heino et al., 1995; Hagensee et al., 1993; Zhou €t al.,
1991a) und papillomvirusspezifische humorale Immunantworten induziert (Reuter et al.,
2002). Ausserdem wurden attenuierte Bakterien als Vektoren erfolgreich zur L1-

Antigenexpression verwendet (Nardelli-Haefliger et al., 1997).

Die zweite Strategie verfolgt das Ziel, eine zelluldre Immunantwort gegen Nichtstruktur-
proteine zu erzeugen, um infizierte Zellen zu eliminieren und eine Tumorregression zu
bewirken. Fiir die frithe Infektionsphase wiirden sich die Genprodukte der frithen Gene El
und E2 wegen ihrer Funktionen bei der Replikation des viralen Genoms und der Transkription
der frithen viralen Gene eignen. E1 und E2 werden jedoch nur schwach exprimiert und

ausserdem werden die beiden Gene bei der Integration des viralen Genoms héufig deletiert
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(Schwarz et al., 1985) und gehen somit hiufig schon in der Anfangsphase der malignen
Progression verloren. Die Onkoproteine E6 und E7 werden dagegen in allen Phasen der
malignen Progression exprimiert. Sie werden deshalb als geeignetes Ziel einer
therapeutischen Immunisierung betrachtet (Chen et al., 1991; Chen et al., 1992).

Es wurden synthetische Peptide mit E7- und E6-Epitopen (Feltkamp et al., 1993; van Driel et
al., 1999; Ressing et al., 1999) und rekombinantes E7-Protein (Fernando et al., 1999;
Hariharan et al., 1998) als therapeutische Vakzine entwickelt. Ausserdem wurden
rekombinante Viren (Meneguzzi et al., 1991; Borysiewicz et al., 1996; Liu et al., 2001; He et
al., 2000; Daemen €t al., 2002) und attenuierte Bakterien (Krul et al., 1999) als Vektoren zur
Immunisierung gegen E6 und E7 verwendet. Daneben wurde versucht, autologe dendritische
Zellen mit den Onkoproteinen zu beladen (Murakami et al., 1999) oder spezifische
zytotoxische T-Zellen zu transferieren (Gariglio et al., 1998). Auch DNA-Immunisierungen
sind als therapeutische Vakzine gegen Papillomviren erprobt worden. Das unmodifizierte E7-
Gen hat sich in diesem Ansatz als ungeeignet erwiesen, weil einerseits die zelluldre
Immunantwort schwach ausfillt (Shi et al., 1999; Smahel et al., 1999; Michel €t al., 2002a)
und andererseits die Gefahr onkogener Transformationen nach Applikation des
unmodifizierten E7-Gens besteht. Konsequenterweise wurden eine Reihe von Modifikationen
des E7 in der DNA-Immunisierung ausprobiert, um die Immunogenitidt zu erhohen und das
Transformationspotential zu senken. E7-Anteile wurden mit verschiedenen Proteinimport und
—exportsignalen (Hung et al., 2001; Michel et al., 2002a), mit dem Hitze-Schock-Protein
HSP70 (Chen et al., 2000a) oder mit einem Signal zur Steuerung des E7-Proteins in
lysosomale/endosomale Kompartimente (Ji et al., 1999) fusioniert. Daneben sind Mutationen
in das E7 eingefiigt worden, um das Transformationspotential von E7 zu senken (Shi et al.,
1999; Smabhel et al., 2001). Interessant ist, dass diese Mutationen auch die Immunogenitit
erhohten. Ausserdem wurde die Primirsequenz des E7 so rearrangiert, dass das Trans-
formationspotential von E7 verloren ging, gleichzeitig aber bekannte ZTL-Epitope erhalten
blieben (Osen et al., 2001). Auch die Kodonbenutzung von E7 wurde verdndert, was ebenfalls
die Immunogenitit von E7 in einer DNA-Immunisierung erhohte (Liu et al., 2002b).
Allerdings muss bei dieser Arbeit beachtet werden, dass die Verdnderung der E7-Sequenz zu

zwei Punktmutationen der Primirsequenz fiihrte.

Als dritte Strategie wird gegenwirtig die Kombination der prophylaktischen und thera-
peutischen Immunisierung diskutiert. Es ist gelungen, das Hauptstrukturprotein L1 mit Teilen

des viralen Tumorantigens E7 zu verbinden und dadurch sog. chimire virusartige Partikel
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(cVLP) zu erzeugen (Miiller et al., 1997). Immunisierungen mit diesen cVLPs induzierten E7-
spezifische zellulire Immunantworten (Greenstone et al., 1998; Schifer et al., 1999). Es
wurde auch versucht, das Kombinationskonzept der chimiren Genprodukte auf die DNA-
Immunisierung zu tibertragen. Die DNA-Immunisierung mit einem L1/E7-Fusionsgen von
HPV-16 hat sich allerdings als uneffizient erwiesen (Smahel et al., 2001). Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass eine DNA-Immunisierung mit einem kodonveridnderten HPV-6b-L1,
fusioniert mit Anteilen von HPV-16-E7 und alternativ von HPV-6b-E7, VLP-spezifische
Antikorper und nach Konjugation mit Ubiquitin auch zytotoxische T-Zellen induziert (Liu et

al., 2002a).

1.4. Zielsetzung

Entwicklung einer prophylaktischen und therapeutischen Vakzinierung gegen das humane
Papillomvirus 16 zur Erzeugung von kapsidspezifischen Antikorpern und E7-spezifischen
zytotoxischen T-Zellen auf Basis einer DNA-Immunisierung.

Das Ziel war zunichst, die Proteinexpression des Hauptstrukturgens durch Verdnderung der
Kodonverwendung in undifferenzierten Zellen zu erhohen, um dann das verdnderte Haupt-
strukturgen und Teile des viralen Tumorantigens E7 fiir die Kombinationsstrategie zu

fusionieren und als DNA-Vakzin zu testen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zdlinien und Bakterien

2.1.1.1. Zellinien

HelLa Zervixkarzinom-Zellinie, HPV 18 E6/E7- ATCC-Nr. CCL-2
transformiert

293T Embryonale Nieren-Zellinie, Ad5 E1A/B- Pear et al., 1993
transformiert, enthélt das grofle T-Antigen von SV40

911 Embryonale Retinoblasten-Zellinie, transformiert mit Fallaux et al., 1996
Ad5 E1A/B

RMA C57Bl/6-Thymom-Zellinie Ljunggren und

Kirre, 1985
RMA-E7 RMA-Zellinie, stabil transfiziert mit HPV-16 E7 Speidel et al., 1997

2.1.1.2. Bakterien

E. coli DH5a  Amplifikation von Plasmiden Laborbestand
E. coli SURE  Amplifikation von AAV-Vektorplasmiden  Stratagene
E. coli HB101 Amplifikation von Plasmiden Stratagene

2.1.2. Oligonukleotide

In der Tabelle sind die Oligonukleotide fiir die Herstellung des ,humanisierten” L1-
Leserahmens aufgelistet. Die Oligonukleotide 24Nsil und 25Nsil wurden zur Einfiigung einer
NsiI-Schnittstelle eingesetzt. Diese Modifikation diente zur Vorbereitung des L1h/E7-
Fusionsgens (Kapitel 3.2.1.). Die Oligonukleotide wurden von der Serviceeinheit fiir Oligo-
nukleotidsynthese des Deutschen Krebsforschungszentrums hergestellt. Der fiir Pflanzen
optimierte L1-Leserahmen wurde zu Beginn der Arbeit von Herrn Dr. Martin Miiller (DKFZ,

Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.
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AAAAAATCTAGAGCCACCATGAGCCTGTGGCTGCCCAGCGAGGCCACCGTGTACCTGCCCCCCGTGCCCGTGAGCAAGGTG
CCTGCTGGTGCCGGCGTGGTAGTAGATGTTGGTCCTGGCCACGTACTCGTCGGTGCTCACCACCTTGCTCACGGGCACGGG
TACCACGCCGGCACCAGCAGGCTGCTGGCCGTGGGCCACCCCTACTTCCCCATCAAGAAGCCCAACAACAACAAGATCCTG
GTTGGGGTCGGGCAGGTGGATCCTGAACACCCTGTACTGCAGGCCGCTCACCTTGGGCACCAGGATCTTGTTGTTGTTGGG
ATCCACCTGCCCGACCCCAACAAGTTCGGCTTCCCCGACACCAGCTTCTACAACCCCGACACCCAGAGGCTGGTGTGGGCC
GGGGTGGCCGCTGATGCCCACGCCCAGGGGCTGGCCCCTGCCCACCTCCACGCCCACGCAGGCCCACACCAGCCTCTGGGT
GTGGGCATCAGCGGCCACCCCCTGCTGAACAAGCTGGACGACACCGAGAACGCCAGCGCCTACGCCGCCAACGCCGGCGTG
GCAGCCGATCAGGCACAGCTGGGTCTGCTTGTAGTCCATGCTGATGCACTCCCTGTTGTCCACGCCGGCGTTGGCGGCGTA
CAGCTGTGCCTGATCGGCTGCAAGCCCCCCATCGGCGAGCACTGGGGCAAGGGCAGCCCCTGCACCAACGTGGCCGTGAAC
10 CACCATGTCGCCGTCCTGGATCACGGTGTTGATCAGCTCCAGGGGGGGGCAGTCGCCGGGGTTCACGGCCACGTTGGTGCA
11 ATCCAGGACGGCGACATGGTGGACACCGGCTTCGGCGCCATGGACTTCACCACCCTGCAGGCCAACAAGAGCGAGGTGCCC
12 GGGCTCGCTCACCATCTTGATGTAGTCGGGGTACTTGCAGATGCTGGTGCAGATGTCCAGGGGCACCTCGCTCTTGTTGGC
13 ATCAAGATGGTGAGCGAGCCCTACGGCGACAGCCTGTTCTTCTACCTGAGGAGGGAGCAGATGTTCGTGAGGCACCTGTTC
14 GCCGCTGCCCTTGATGTACAGGTCGTCGGGCACGTTCTCGCCCACGGCGCCGGCCCTGTTGAACAGGTGCCTCACGAACAT
15 CTGTACATCAAGGGCAGCGGCAGCACCGCCAACCTGGCCAGCAGCAACTACTTCCCCACCCCCAGCGGCAGCATGGTGACC
16 GTTGTTGTGGCCCTGGGCCCTCTGCAGCCAGTAGGGCTTGTTGAAGATCTGGGCGTCGCTGGTCACCATGCTGCCGCTGGG
17 AGGGCCCAGGGCCACAACAACGGCATCTGCTGGGGCAACCAGCTGTTCGTGACCGTGGTGGACACCACCAGGAGCACCAAC
18 CTTGAAGTTGGTGTTCTTGTAGGTGGTCTCGCTGGTGCTGATGGCGGCGCACAGGCTCATGTTGGTGCTCCTGGTGGTGTC
19 TACAAGAACACCAACTTCAAGGAGTACCTGAGGCACGGCGAGGAGTACGACCTGCAGTTCATCTTCCAGCTGTGCAAGATC
20 GTCCTCCAGGATGGTGCTGTTCATGCTGTGGATGTAGGTCATCACGTCGGCGGTCAGGGTGATCTTGCACAGCTGGAAGAT
21 AACAGCACCATCCTGGAGGACTGGAACTTCGGCCTGCAGCCCCCCCCCGGCGGCACCCTGGAGGACACCTACAGGTTCGTG
22 CAGGGGGTCCTCCTTGGGGGCGGGGGGGGTGTGCTTCTGGCAGGCGATGGCCTGGCTGGTCACGAACCTGTAGGTGTCCTC
23 GCCCCCAAGGAGGACCCCCTGAAGAAGTACACCTTCTGGGAGGTGAACCTGAAGGAGAAGTTCAGCGCCGACCTGGACCAG
24 GGCCTTCAGGCCGGCCTGCAGCAGGAACTTCCTGCCCAGGGGGAACTGGTCCAGGTCGGCGCTGAA
25 CTGCAGGCCGGCCTGAAGGCCAAGCCCAAGTTCACCCTGGGCAAGAGGAAGGCCACCCCCACCACCAGCAGCACCAGC
26 AAAAAAAAGCTTTCACAGCTTCCTCTTCTTCCTCTTGGCGGTGGTGCTGGTGCTGCTGGTGGTGGG
24ANSi| GGCATGCATGCCGGCCTGCAGCAGGAACTTCCTGCCCAGGGGGAACTGGTCCAGGTCGGCGCTGAA
25Nsi| CTGCAGGCCGGCATGCATGCCAAGCCCAAGTTCACCCTGGGCAAGAGGAAGGCCACCCCCACCACCAGCAGCACCAGC

OO |N[O|OA[WIN|F-

2.1.3. Antikorper und Antiseren

2.1.3.1. Erstantikorper

13 Maus monoklonal gegen assembliertes HPV-16-L1 Martin  Miiller (DKFZ),
(Kapside und Kapsomere) Miiller et al., 1997

25/C Maus monoklonal gegen assembliertes HPV-16-L1 Martin Miiller (DKFZ)
(Kapside und Kapsomere)

4543 Polyklonales Antiserum (Kaninchen) gegen HPV16-L1 Martin Miiller (DKFZ)

Anti-E7 Maus monoklonal gegen HPV-16-E7 (1-60), Hybridom- Martin Miiller (DKFZ)

(Hybridom II) Uberstand

Anti-IFNy gegen Maus-IFNy (Ratte), fir ELISPOT-Analysen, Pharmigen (# 554431)

(1. Antikorper) Stock: 0,5 mg / ml

Anti-IFNy gegen Maus-IFNy (Ratte), biotinyliert, fur ELISPOT- Pharmigen (# 554410)

(2. Antikorper) Analysen, Stock: 1 mg /ml

Anti-GFP Gemisch aus zwei monoklonalen Antikérpern (Maus) Roche, Mannheim
anti-GFP, Stock: 0,4 mg/ml (# 1814460)

B1 Maus monoklonal, gegen die VP-Proteine von AAV-2, Laborbestand J. Kleinschmidt
Hybridom-Uberstand

CamVir-1 Maus monoklonal, gegen HPV16-L1 McLean et al., 1990; Martin

Miiller (DKFZ)
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2.1.3.2. Zweitantikorper

Ziege-anti-Maus 1gG, Peroxidase-konjugiert Dianova
Ziege-anti-Kaninchen 1gG, Peroxidase-konjugiert Dianova
Ziege-anti-Maus 19G, Cy3-gekoppelt Jackson Immunotech

2.1.4. DNA- und Proteinmarker

2.1.4.1. Proteinmarker

Der Proteinmarker enthielt die Referenzproteine Phosphorylase B (94 kDa), Carboanhydrase
(66 kDa), Ovalbumin (44 kDa) und Albumin (30 kDa) und wurde auf eine Endkonzentration
von 1 pg/ul eingestellt.

2.1.4.2. DNA-Marker

Marker VII Roche
Smart-Ladder  Eurogentec

2.1.5. Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Enzympuffer wurden von den Firmen Roche
(Mannheim), Gibco BRL (Eggenstein), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs
(Schwalbach), Stratagene und United States Biochemical (Cleveland, USA) bezogen.

2.1.6. Plasmide

Austiihrliche Restriktionskarten der klonierten Plasmide befinden sich im Anhang.

pBS Klonierungsplasmid pBluescript |1 SK+ Stratagene
pBKcmv Klonierungs- und Expressionsplasmid Martin Miiller (DKFZ)

pGEM-IRES- Bicistronisches Konstrukt mit einer IRES und C. Wiethe, GBF (Braunschweig)
GFP eGFP als Reportergen
pUF3 AAV-2 Vektorplasmid , gfp als Transgen Zolotukhin et al., 1996
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2.1.7. Medien und Zusitze

2.1.7.1. Zellkultur
[Bezeichnung — Hersteller ]

oaMEM Zdlkultur-Medium Sigma
DMEM Zédlkultur-Medium Sigma

G418 Sigma

FKS Gibco BRL
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL
L-Glutamin (200 mM) Gibco BRL
RPMI-1640 Sigma
Trypsin (0,25 %) / EDTA (1mM)  Gibco BRL

2.1.7.2. Bakterien (E. coli)-Medienzusitze

Agarose Sigma
Agar Difco
Hefeextrakt Difco
Trypton Difco
Ampicillin Sigma
Tetracyclin Sigma
Kanamycin Sigma
2.1.8. Kits

CL"™ Chemilumineszenz-Kit

Amersham, Frankfurt

34

E |

Renaissance” Enhanced Luminol Chemiluminescence Reagent Plus

NEN (jetzt Perkin Elmer)

GeneCleanl|"-Kit

BIO101, Lalolla (USA)

M axi-Prip-Kit

Qiagen, Hilden

Endofree-Maxi-Prip-Kit

Qiagen, Hilden

Endofree-Mega-Prip-Kit

Qiagen, Hilden

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit |

Peqlab, Erlangen

Mega-Prip-Kit

Qiagen, Hilden

2.1.9. Peptide

Das HPV-16-E7-Peptid (AS 49-57), Sequenz RAHYNIVTF (Feltkamp et al., 1993), wurde

freundlicherweise von Nico Michel (DKFZ) zur Verfiigung gestellt.
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2.1.10. Radioaktives M aterial

Na,"'CrO4 (NEN Life Science Products; Perkin Elmer Life Science GmbH)

2.1.11. Chemikalien

2.1.11.1. Allgemeine Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firma Biomol Feinchemikalien (Ilvesheim),
BioRAD (Richmond, USA), Roche (Mannheim), Gibco BRL (Eggenstein), Carl Roth GmbH
& Co. KG (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Riedel-de-Haén (Seelze),
Serva Feinbiochemika (Heidelberg) und Sigma Chemical Co. (Deisenhofen) in der jeweils

hochsten Reinheitsstufe bezogen.

2.1.11.2. Spezielle Chemikalien

Benzonase (Endonuklease) Sigma Chemical Co. (Deisenhofen)
Cardiotoxin Latoxan (Valence, Frankreich)
Chloroform J. T. Baker (Deventer, NL)
BCIP/NBT-Substrat # B-1911 Sigma (Deisenhofen)

Isofluran CuraMed Pharma GmbH (Karlsruhe)
Ketavet Pharmacia Upjohn
Magermilchpulver Fluka Biochemika (Neu-Ulm)
Metofane Janssen-Cilag (Neuss)
Complete-Mini Protease-Inhibitor Roche (Mannheim)

Rompun Bayer

Thimerosal Sigma (Deisenhofen)
TMB-Substrat Devitron (Castrop-Rauxel)




2. Material und Methoden

2.1.12. Gerite

36

Beglimmgerit Balzers SCD 004

Bal-Tec, Lichtenstein

Blotkammer (Western Blot) SD1 CTI
Einfrierbox BRL
Elektronenmikroskop Zeiss EM A10 Zeiss
Elektrophorese-Kammern (DNA/Proteine) CTI
Elektroporationsgerit E. coli Pulser BioRad
ELISA-Reader Emax MWG Biotech
ELISA Reader Titertek Multiscan Plus MK 11 Titertek
ELISPOT-Zihler AID Elispot transtec 1300 AID
FACS-Apparatur FACSort BectonDickinson
Fluoreszenzmikroskop Dialux Leitz
Fluoreszenzmikroskop Fotomikroskop Zeiss
Folienschweif3gerit C 220 Joisten&Kettenbaum
Konfokales Mikroskop Leica DM IRBE Leica
Image Master” VDS (Geldokumentationssystem) Pharmacia
Inkubator B5061 Heréus
Lichtmikroskop CK2 Olympus
Mikrowellengerit Bosch
Multikanal-Pipette Finnpipette Labsystems
PCR-Geriit Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer
PH-Meter Calimatic 761 Knick
PH-Meter Sentron Neolab
Pipettierhilfe R301 Tecnomara
Polaroid-Kamera MPK Polaroid
Rongtenfilmkassetten Kodak
Rotoren SLA3000, SLA 1500, SS34 (fiir Sorvall RC-5C / RC-5C Plus) Sorvall
Rotoren fiir die Ultrazentrifuge TFT 41.14 Kontron

SW 41 Beckman
Schneidegerit Reichert Ultracut Leica
Sonifier 250 Branson
Sorvall-Zentrifugen RC-5C, RC-5C Plus Sorvall
Spannungsgerite EPS 500/400 und 600 Pharmacia
Speed-Vac* Vakuum-Konzentriergeriit Bachofer
Spektrophotometer Ultrospec 111 Pharmacia
Szintillationszédhler1450 Microbeta Plus Wallac
Ultrazentrifuge Sorvall Combi Plus Sorvall
,,UV-Crosslinker* Stratalinker Stratagene
UV-Transilluminatoren N90 LW 254 nm oder 366 nm Konrad Benda
Zentrifuge 5415 Eppendorf
Zentrifuge 2K15 Sigma
Zentrifuge Megafuge 1.0R Herius
Zentrifuge VarifugeF Herius
Zentrifuge Varifuge RF Herius
Zentrifuge ZK 380 Hermle
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2.1.13. Sonstige Materialien
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Diafilme Ektachrom 400 Kodak
Elektroporationskiivetten 0,1 cm Invitrogen
ELISA-Platten # 3911 Becton Dickinson
Eppendorfgefilie 1,5 /2 ml Eppendorf
Falcon-Rohrchen 14 und 50 ml BectonDickinson
Faltenfilter Schleicher & Schuell
Gel-Blotting Papier GB 002 Schleicher & Schuell

Geltrockenfolien # V7131

Promega (Madison, USA)

Hyperfilm ECL

Amersham Biosciences

Kupfernetze fiir die Elektronenmikroskopie 300 mesh

Plano, Wetzlar

Mikrotiterplatten fiir die ELISPOT-Analyse # MAHAS4510 Millipore
Neubauer-Zihlkammer HBG Neubauer

Polaroidfilme 667 Siemens

Permafluor Immunotech (Marseille, Fr)
Petrischalen Greiner

Protran” BA 85 Nitrozellulose-Membran Schleicher & Schuell
Quarzkiivetten 1 ml/ 0,1 ml Pharmacia

Rongtenfilme X-Omat AR Siemens

Sterilfilter 0,2 pm Schleicher & Schuell

Szintillationsplatten LumaPlate # 6005164

Canberra Packard, Dreieich

Zellkulturschalen (6 / 10/ 15 cm)

Greiner / Nunc

Zellkulturflaschen (75 / 175 cm®)

Greiner / Nunc

Zellschaber

Costar

2.1.14. Spezielle EDV

Clone Manager 5 fiir Windows 95 V5.20
Microsoft Office 2000 und XP
Sigma Plot 2001 V7.0 fiir Windows

2.1.15. Hiufig gebauchte Puffer und Losungen

2 x Proteinpuffer

100 mM Tris/HCI pH 8,0

2 mM EDTA

4 % SDS

10 % B-Merkaptoithanol

20 % Glyzerin; 0,02 % Bromphenolblau
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PBS

18,4 mM NaHPO,
10,9 MM KH,PO,
125 mM NaCl

pH 7,5

PBST

PBS mit 0,05% Tween-20

SOC-Medium

2% Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCl

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,
20 mM Glukose

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA

1xTAE

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA pH 8,0

DNA-L adepuffer (10 x)

50 mM EDTA pH 8,0

38
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30 % Ficoll

2% SDS

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

2.2. Kultivierung und Transfor mation von Bakterien

2.2.1. Kultivierung von Bakterien

Die verwendeten E. coli-Stimme wurden in LB-Fliissigmedium bei 200 UpM oder auf LB-
Agarplatten iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurde
dem Medium ein entsprechendes Antibiotikum — in der Regel Ampicillin (100 pg/ml

Endkonzentration) — zugefiigt.

LB-Medium

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

10 g Trypton

auf pH 7,0 einstellen

ad 11 H,0, autoklavieren

L B-Agar

LB-Medium mit 1,5 % Agar

2.2.2. Herstellung und Transfor mation kompetenter Bakterien

2.2.2.1. CaCl,-kompetente Bakterien

Eine frische E. coli-Ubernachtkultur wurde 1:100 in 250 ml LB-Medium verdiinnt und bis zu
einer ODggo von ca. 0,5 kultiviert. Die Bakterien wurden 5 min auf Eis abgekiihlt, 10 min bei

5000 x g und 4°C abzentrifugiert und in 250 ml eiskaltem 100 mM CaCl; resuspendiert. Nach
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30 min Inkubation auf Eiswurden die Bakterien erneut abzentrifugiert und in 10 ml eiskaltem
100 mM CaCl;, / 14 % Glyzerol aufgenommen. Aliquots von 50 pl wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

Zur Transformation wurde ein Aliquot auf Eis aufgetaut, mit ca. 100 ng Plasmid-DNA
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz 90 s bei 42°C inkubiert, 2
min auf Eis abgekiihlt und mit 1 ml LB-Medium verdiinnt. Nach 1h Inkubation bei 37 °C
wurden die Bakterien 1 min bei 16500 x g abzentrifugiert und 900 pl des Uberstandes
verworfen. Die Bakterien wurden in den verbliebenen 100 pl resuspendiert und auf einer LB-

Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und ii. N. bei 37°C inkubiert.

2.2.2.2. Elektrokompetente Bakterien

Eine frische E. coli-Ubernachtkultur wurde 1:100 in 1 1 VM-Elpo-Medium verdiinnt und bis
zu einer ODggo von ca. 0,5 kultiviert. Die Kultur wurde dann 20 min in Eiswasser abgekiihlt
und 10 min bei 5000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Die Bakterien wurden in 1 1 eiskaltem H>O
aufgenommen, erneut zentrifugiert und in 500 ml eiskaltem H>O resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Bakterien in 20 ml eiskaltem 10 % Glyzerol aufgenommen und ein
letztes Mal sedimentiert. Nach Resuspendierung in 3 ml eiskaltem 10 % Glyzerol wurden die
Bakterien in 50 pl-Aliquots in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Zur Transformation wurden die elektrokompetenten Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 1-5
ul des Ligationsansatzes versetzt. Nach Uberfiihrung in eine eiskalte Elektroporationskiivette
erfolgte die Elektroporation bei einer Spannung von 18 kV/cm. AnschlieBend wurden die
Bakterien in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und lh bei 37 °C inkubiert. Nach 1h
Inkubation bei 37 °C wurden die Bakterien 1 min bei 16500 x g abzentrifugiert und 900 pl
des Uberstandes verworfen. Die Bakterien wurden in den verbliebenen 100 pl resuspendiert
und auf einer LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausplattiert und ii. N. bei

37°C inkubiert.
VM-Elpo-Medium
3,2 % Trypton

2 % Hefeextrakt
0,5 % NaCl
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2.3. Zellbiologische M ethoden

2.3.1. Kultivierung humaner Zellen

Die Kultivierung der etablierten Zellinien Hela, 293T und 911 erfolgte in Einschichtkulturen
in Gewebekulturflaschen oder —schalen bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit. Bei
dem verwendeten Medium handelte es sich um DMEM mit 10 % fotalem Kilberserum
(FKS), 1 % Glutamin (Stammldsung 50 mM) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Stammldsung
10 mg/ml). Zur Vermehrung wurden die Zellen mit einer Typsin-EDTA-L6sung abgelost und
im Verhéltnis 1:10 in frischem Medium ausgesiit.

Die im Zytotoxizititstest verwendeten RMA-E7 und RMA Zellen wurden in RPMI-1640 mit
10 % fotalem Kilberserum (FKS), 1 % Glutamin (Stammlosung 50 mM) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (Stammldsung 10 mg/ml) kultiviert. Das Medium fiir die RMA-E7
Zellen enthielt zusétzlich 0,8 mg/ml G418.

2.3.2. Kryokonservierung humaner Zellen

Es wurden ca. 1 x 10’ Zellen bei 500 x g sedimentiert, in 1 ml eiskaltem 90 % FKS, 10 %
DMSO resuspendiert und in Kryorohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden anschlieend in
einem Isopropanol-isolierten Behilter innerhalb von 24 h langsam auf —80 °C abgekiihlt und
dann in einen Fliissig-Stickstofftank iiberfiihrt.

Eingefrorene Zellen wurden schnell bei 37 °C aufgetaut und in 10 ml vorgewdrmtem Medium
aufgenommen. Nach 5 min Zentrifugation bei 500 x g wurden die Zellen in 10 ml frischem

Medium resuspendiert und in ein Zellkulturgefal iiberfiihrt.

2.3.3. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen wurde ein Aliquot der abgelosten Zellen mit
einem gleichen Aliquot 0,4 % Trypanblau gemischt und in einer Neubauer-Zihlkammer unter
dem Mikroskop ausgezihlt. Tote Zellen wurden dadurch blaugefirbt. Die Gesamtzellzahl
ergab sich aus dem Produkt des Mittelwertes von vier ausgezihlten Groquadraten (mit je 16
Kleinquadraten), dem Kammerfaktor 10%, dem Verdiinnungsfaktor 2 (mit Trypanblau) und

dem Suspensionsvolumen in ml.
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2.3.4. Transfektion nach der Kalziumphosphat-M ethode

Es wurde das modifizierte Kaziumphosphat-Verfahren nach Chen und Okayama (1987) fiir
die Transfektion humaner Zellen verwendet. Dazu wurden die Zellen am Vortag der
Transfektion ausgesit (2 x 10° Zellen in 3 ml pro 6 cm-Schale, 1 x 10° Zellen in 10 ml pro 10
cm-Schale), um bei Transfektion eine Zelldichte von ca. 60-70% zu erreichen. Pro Trans-
fektionsansatz wurden 2-6 ug DNA (6 cm-Schale) oder 12-16 ug DNA (10 cm-Schale) mit
150 pl bzw. 500 pl steriler 280 mM CaCl,-Losung gemischt. Nach Zugabe von 150 pl bzw.
500 pl 2 x BBS wurde die Losung erneut gemischt und anschlieend nach 10 min vorsichtig
auf die Zellen aufgetropft. Die Transfektionen wurden 16-18 h bei 35 °C und 3 % CO;
inkubiert. AnschlieBend wurde der Zellkulturiiberstand durch frisches Medium ersetzt. Die

weitere Kultivierung verlief dann bei 37 °C und 5 % CO..

2xBBS

280 mM CaCl,

50 mM BES

0,75 mM NayHPO4
0,75 mM NaH2PO4
pH 6,95

2.4. Proteinanalyse

2.4.1. Herstellung von Proteinextrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten wurde das Zellkulturmedium von den Schalen abgezogen,
die Zellen mit 5 ml PBS abgespiilt und 10 min bei 500 x g sedimentiert. Die Zellen wurden in
1 ml PBS resuspendiert, erneut abzentrifugiert und in 200 pl (pro 6 cm-Schale) oder 500 pl
(pro 10 cm-Schale) 1 x Proteinpuffer aufgenommen, 5 min bei 95 °C aufgekocht und

beschallt (Branson Sonifier 250), bis die Viskositit abgenommen hatte.
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2.4.2. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Die Herstellung der Trenngele erfolgte nach Thomas und Kornberg (1975), die Herstellung
der Sammelgele nach Laemmli (1970). Zuerst wurden die Trenngele in die mit 1 % Agarose
abgedichteten Gelapparaturen gegossen und mit 2-Butanol iiberschichtet. Nach der Poly-
merisation wurde das 2-Butanol mit Filterpapier entfernt. AnschlieBend wurden die Trenngele
mit den Sammelgelen iiberschichtet. Zur Herstellung der Geltaschen wurden Kdmme ein-
gefiithrt. Nach der Polymerisation wurden die Gele in die Elektrophorese-Apparaturen
eingespannt, die Apparaturen mit Laufpuffer gefiillt und die Kimme entfernt. Pro Geltasche
wurden maximal 25 pl an Probenvolumen aufgetragen. Minigele liefen bei einer konstanten
Stromstéirke von 20 mA, Midigele ii. N. bei 8 mA, bis die Bromphenolblau-Front das Ende

der Gele erreichte.

15% Trennge

2,5 ml Losung A (30 % Acrylamid und 0,15 % Bisacrylamid)
1,25 ml Losung B (1,5 M Tris-HCI pH 8,8 und 0,4 % SDS)
1,2 ml H,O

33,3 ul 10 % APS

3,3 ul TEMED

5% Sammelgel

250 pl Losung A (30 % Acrylamid und 9,8 % Bisacrylamid)
625 pl Losung C (0,75 M Tris-HCI pH 6,8 und 0,4 % SDS)
1,6 ml HO

25 pl 10 % APS

5 ul TEMED

Laufpuffer
375 mM Glyzin

50 mM Tris-HCI pH 8,8
0,1 % SDS



2. Material und Methoden 44

2.4.3. Silbernitratfirbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Das Polyacrylamidgel wurde zunéchst 1 h in Fixierer inkubiert. Danach wurde das Gel 3 x 20
min in 50 % Athanol gewaschen und dann 1 min in Blocklosung inkubiert. Das Gel wurde
dann dreimal je 20 s mit H,O gewaschen und anschlieend 20 min in Firbelosung inkubiert.
Nach erneutem Waschen in H>O (5 x 30 s) wurde das Gel mit Entwickler bis zur Entstehung
klarer, braungefidrbter Banden entwickelt. Anschlieend wurde das Gel wiederum 3x 20 s in
H>O gewaschen und dann zum Beenden der Farbreaktion in Stoplosung eingelegt.
Abschliefend wurde das Gel in 50 % und 30 % Methanol gewaschen und zwischen

Geltrockenfolien (Promega) tiber Nacht getrocknet.
Fixierer

50 % Methanol

12 % Essigsaure

0,02 % Formaldehyd

Blocklosung

0,8 mM Na28203 X5 HzO

Farbelosung

0,2 % AgNOs3
0,03 % Formaldeyd

Entwickler
6 % N32C03

0,02 % Formaldehyd
2 % Blocklosung
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Stoplosung

50 % Methanol
12 % Essigsaure

2.4.4. Immunblot-Analyse

2.4.4.1. Western-Blot-Transfer von Proteinen

Zur Detektion der in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden die
Proteine nach dem ,,Semi-Dry‘“‘-Verfahren auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen. Dazu
wurden 6 Blitter Blotting-Papier und eine Nitrozellulose-Membran auf die GroB3e des Trenn-
gels zurechtgeschnitten und zusammen mit dem Trenngel in Blotting-Puffer angefeuchtet.
Auf die Anode der Transferapparatur wurden der Reihe nach drei Blitter Blotting-Papier, die
Nitrozellulose-Membran, das Gel und die restlichen Blitter Blotting-Papier gelegt. An-
schliefend wurde die Kathode aufgesetzt und mit ca. 1 kg beschwert. Der Proteintransfer
wurde bei 0,8 mA/cm? fiir 1 h bei 4 °C durchgefiihrt. Der Proteintransfer wurde durch
Anfarbung der Membran mit Ponceau-S iiberpriift. Dazu wurde die Membran 10 s in
Ponceau-S gelegt und sofort darauf mit PBS wieder entfirbt. Die transferierten Proteine
wurden dadurch zeitweilig als rote Banden sichtbar. Anschlieend wurden die transferierten

Proteine immunologisch detektiert.

Blotting-Puffer

20 % Methanol
25 mM Tris-HCI pH 8,0
192 mM Glyzin

Ponceau-S

0,1 % Ponceau-S
1,5 % Trichloressigsaure

1,5 % Sulfosalicylsdure; 4,75 % Essigsdure
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2.4.4.2. Immunologische Detektion transferierter Proteine

Die Membran wurde zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen fiir die verwendeten
Antikorper ii. N. bei 4 °C in Blockmilch inkubiert. Der Erstantikorper wurde mit Blockmilch
verdiinnt (siehe Tabelle unten) und 1 h unter Schwenken bei RT mit der Membran inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran dreimal 1 min mit Waschpuffer gewaschen und 1 h mit
dem 1:5000 in Blockmilch verdiinnten Erstantikdrper-spezifischen und Peroxidase-
konjugierten Zweitantikorper bei RT inkubiert. Dann wurde die Membran mindestens 1 h
unter fiinfmaligem Wechsel des Waschpuffers bei RT und unter Schiitteln gewaschen. Die
Detektion erfolgte durch eine Chemilumineszenz-Reaktion unter Verwendung des ECL-Kits
(Amersham oder NEN). Dazu wurde die gewaschene Membran 1 min in ein 1:1 Gemisch der
beiden Losungen des Kits gelegt. Danach wurde die Membran abgetupft und in eine
Plastikfolie gelegt. Die emittierten Lichtquanten wurden durch Exposition von Rongtenfilmen
detektiert, wobei die Expositionszeiten in der Regel zwischen einigen Sekunden und

mehreren Minuten lagen.

Anti-E7 (Hybridom II)  Blockmilch 1:5
Anti-GFP Blockmilch 1:1000
B1 Blockmilch 1:10
CamVir-1 1 % BSA; 0,01% Thimerosal 1:50
4543 Blockmilch 1:500
Blockmilch

6 % Magermilchpulver
in PBS

Waschpuffer

0,3 % Tween 20
in PBS
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2.45. Indirekte Immunfluor eszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz diente zur Untersuchung der intrazelluldren Verteilung der
nachgewiesenen Proteine. Dazu wurden Hela-, 293T- oder 911-Zellen auf Deckglidschen
kultiviert und anschlieBend transfiziert. Nach der gewiinschten Inkubationsdauer wurden die
Deckgldschen aus der Zellkulturschale entnommen und zweimal 5 min unter leichtem
Schwenken in PBS gewaschen. Die gewaschenen Deckgldschen wurden 10 min in Methanol
und dann 5 min in Aceton bei —20 °C fixiert. Die Deckgldaschen wurden daraufhin an der Luft
getrocknet und anschlieBend bei —20 °C gelagert oder sofort fiir die Immunreaktion
verwendet. Zur weiteren Verwendung wurden die Zellen 5 min in PBS inkubiert und dadurch
rehydriert. Gereinigte monoklonale sowie polyklonale Antikorper wurden 1:20-200 in 1 %
Magermilchpulver in PBS verdiinnt. Die Erstantikérper wurden 1 h bei RT auf den
Deckglidschen belassen. AnschlieBend wurden die Deckgldaschen fiinfmal fiir 5 min in PBS
unter leichtem Schwenken gewaschen. Der Cy3-konjugierte Zweitantikorper wurde 1:300 in 1
% Magermilchpulver in PBS verdiinnt auf die Pridparate gegeben. Die Deckgldschen wurden
abgedunkelt 1 h bei RT inkubiert und anschliefend erneut fiinfmal fiir 5 min in PBS
gewaschen. Daraufhin wurden die Préparate luftgetrocknet, in Permafluor (Immunotech)

eingebettet und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert und fotografiert.

2.4.6. ,,capture-ELISA

Eine flexible Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen wurde iiber Nacht bei 4 °C mit dem
monoklonalen Antikorper 1.3 (3 ug/ml in PBS) beschichtet. Der Antikorper erkennt HPV-16-
Kapside und Kapsomere (Miiller et al., 1997). Die Losung wurde aus den Vertiefungen
entfernt und durch je 100 pl Blockpuffer ersetzt. Die Platten wurde 1 h bei 4 °C inkubiert.
Danach wurde der Blockpuffer entfernt, die Platte kurz mit PBS gewaschen und die
Vertiefungen mit den Verdiinnungen der Fraktionen aus der Sedimentationsgeschwindigkeits-
Zentrifugation (siehe 2.4.9.) gefiillt. Als Positivkontrolle wurde ein Aliquot gereinigter HPV-
16 VLPs (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Birgit Aengeneydt oder Petra
Galmbacher (DKFZ)) mitgefiihrt. Die Platte wurde 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde
mit PBST gewaschen und pro Vertiefung mit 50 pl einer 1:4000 Verdiinnung des
polyklonalen Anti-HPV-16-L1-Kaninchenserums 4543 (6th boost, zur Verfiigung gestellt von
Martin Miiller) in Blockpuffer fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Platte wurde erneut mit PBST

gewaschen und nun pro Vertiefung mit 50 pl einer 1:4000 Verdiinnung eines Peroxidase-



2. Material und Methoden 48

gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-Antikorpers wiederum fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach
dieser Inkubation mit dem Zweitantikdrper wurde mindestens fiinfmal mit PBST gewaschen,
um den nichtgebundenen Zweitantikorper moglichst vollstindig zu entfernen. Die Vertief-
ungen wurden mit je 50 pl TMB-Substrat (Devitron) gefiillt und bis zur gewiinschten
Farbreaktion bei RT im Dunkeln inkubiert. Dann wurde die Reaktion durch Zugabe von je 50
pl 1 M H2SO4 gestoppt und die Absorption der einzelnen Proben bei 450 nm im ELISA-Leser
EMax (MWG Biotech) gemessen.

Blockpuffer

3 % Milchpulver in PBS

2.4.7. Elektronenmikroskopie

Durch die Elektronenmikroskopie wurden virusartige Partikel sowohl intrazellulér in transient
transfizierten Zellen als auch in Zuckergradientenfraktionen nachgewiesen. Die Arbeiten

wurden von Birgit Hub (DKFZ) durchgefiihrt.

2.4.7.1. Fixierung und Einbettung von Kulturzellen

Um virusartige Partikel (VLP) nach transienter Transfektion intrazellulir sichtbar zu machen,
wurden 911-, 293T- oder Hela-Zellen auf Glaspittchen kultiviert und transfiziert. 48 h nach
der Transfektion wurden die bewachsenen Glasplittchen entnommen, in PBS gewaschen und
in Fixierlosung fiir 30 min inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 2 % Osmiumtetroxid (4
% Stocklosung in Cacodylat-Puffer verdiinnen) geférbt, in steigenden Konzentrationen von
Athanol dehydriert und dann in Epoxidharz eingebettet. Ultradiinne Schnitte (Reichert
Ultracut, Leica) der eingebetteten Zellen wurden mit 0,5 % Uranylacetat gefirbt und unter

dem Elektronenmikroskop (Zeiss EM 10A) untersucht.

Fixierlosung

2,5 % Glutaraldehyd (25 % Stocklosung in Cacodylat-Puffer verdiinnen)
1 mM MgCl; in PBS
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Cacodylat-Puffer

50 mM Cacodylsédure in HyO
pH 7,2

2.4.7.2. Nachweis von virusartigen Partikeln in Zucker gradientenfraktionen

Aliquots der Zuckergradientenfraktionen (Kapitel 2.4.9.) wurden 2 h bei 4 °C gegen PBS auf
Membranen mit 25 nm PorengroBe (Millipore) dialysiert. In der Zwischenzeit wurden mit
Kohle befilmte Kupfernetze (300 mesh) (Plano, Wetzlar) beglimmt, um die Hydrophilitét der
Netze zu erhohen. Es wurden 5 pl der dialysierten Zuckergradientenfraktion auf das Kupfer-
netz aufgetragen. Nach 2 min Inkubation bei RT wurde die Probe vorsichtig mit Filterpapier
abgesaugt, ohne dass das Netz dabei austrocknete. Das Netz wurde kurz mit 8 pul H,O
(bidestilliert) gewaschen. Danach wurden 8 pl Uranylacetat-Losung (2 % in H20) aufgetragen
und 30 s bis 1 min bei RT inkubiert. Die Féarbelosung wurde mit Filterpapier abgesaugt. Das

Netz wurde getrocknet und im Elektronenmikroskop (Zeiss EM 10A) untersucht.

2.4.8. Durchflusszytometrie (FACYS)

Transient transfizierte 293T-Zellen wurden in PBS suspendiert und einmal in PBS
gewaschen. Die GFP-Expression wurde in Aliquots von jeweils 10000 Zellen durch
Durchflusszytometrie (FACSSort, Becton Dickinson) detektiert und mit dem Programm

Cellquest V3.3 ausgewertet.

2.4.9. Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse

2.4.9.1. Herstellung der Zellextrakte

Die Zellen wurden 40 h nach der Transfektion im Zellkulturmedium suspendiert. Die
Zellsuspensionen aus zwei Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser wurden vereinigt und 5
min bei 1500 rpm (Heraeus Varifuge RF) sedimentiert. Die sedimentierten Zellen wurden

zweimal in je 20 ml PBS gewaschen und jeweils erneut 5 min bei 1500 rpm sedimentiert.
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Die Zellsedimente wurden in 600 pl Extraktionspuffer resuspendiert. Die Zellen wurden
aufgeschlossen, indem sie mit 3 x 10 StoBen auf Stufe 5 beschallt wurden (Branson Sonifier
250). Ungelostes Material wurde durch 10 miniitige Zentrifugation bei 7800 g sedimentiert.
Alternativ dazu wurden die Zellen durch Frier-Tau-Lyse (dreimal —80°C / 37°C) aufge-
schlossen. Das Frier-Tau-Lysat wurde mit 50 U/ml Benzonase (Sigma) versetzt und 30 min
bei 37°C inkubiert. Ungeldstes Material wurde wie oben beschrieben sedimentiert.

Zur Kontrolle wurde dem Uberstand ein Aliquot entnommen, mit dem gleichen Volumen 2 x
Proteinpuffer versetzt, 10 min bei 95 °C gekocht und im Immunblot-Verfahren untersucht.
Der restliche Uberstand wurde in die Sedimentationsgeschwindigkeits-Zentrifugation ein-

gesetzt.

Extraktionspuffer

20 mM Hepes

5 mM MgCl,

5 mM CaCl,

150 mM NacCl

0,01 % Triton X-100
0,3 mg/ml PMSF
pH74

2.4.9.2. Sedimentationsgeschwindigkeits-Zentrifugation

Die kontinuierlichen Gradienten wurden mit einem Gradientenmischer (Eigenbau DKFZ)
durch Uberschichten gelegt. Es wurden je 6 ml einer 5 % und 50 % Saccharose-Losung (in
PBS) eingesetzt. 600 Yl des Zellextraktes wurden vorsichtig auf den Gradienten pipettiert. Die
Rohrchen wurden mit Extraktionspuffer austariert. Die Gradienten wurden 3 h bei 36000
Upm (SW 41 oder TST 41.14) und 4 °C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die
Rohrcheninhalte in 600 pl-Fraktionen von unten beginnend fraktioniert. Entweder wurden
Aliquots der Fraktionen direkt mit 2 x Proteinpuffer versetzt, aufgekocht und mit Immunblot-
Verfahren (siehe 2.4.4.) analysiert oder nach geeigneter Verdiinnung in PBS im ,,capture®-
ELISA (siehe 2.4.6.) untersucht. Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung einzelner
Fraktionen (siehe 2.4.7.2.) wurde ein Aliquot auf einer Membran mit 25 nm Porengrofie

(Millipore) bei 4 °C fiir 2-4 h gegen PBS dialysiert.
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2.4.10. Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen mit Coomassie Blau

Das Polyacrylamidgel wurde 20 min in der Férbelosung inkubiert und anschlieBend in
Entfarber unter mehrfachem Wechseln der Losung soweit entfirbt, dass deutliche
blaugefarbte Proteinbanden sichtbar wurden. AbschlieBend wurde das Gel zwischen

Geltrockenfolien (Promega) iiber Nacht getrocknet.

Farbelosung

25 % Methanol
10 % Essigsaure

0,1 % Coomassie Blau

Entfirber

25 9% Methanol
10 % Essigsaure

2.5. Priaparation, Modifikation und Analyse von DNA

2.5.1. Praparation von Plasmid aus Bakterien

2.5.1.1. Miniprip

Eine mit einem sterilen Zahnstocher isolierte Bakterienkolonie wurde in 5 ml LB-Medium
iiberfiithrt und . N. bei 37 °C unter Schiitteln (200 UpM) inkubiert. 1 ml dieser Kultur wurde
5 min bei 16500 x g zentrifugiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte dann wahlweise mit dem
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I der Firma Peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen) oder
wie im folgenden beschrieben:

Die Bakterien wurden in 300 pl Puffer P1 (4 °C) resuspendiert, mit 300 pl Puffer P2 gemischt
und 5 min bei RT inkubiert. Daraufhin wurde das alkalische Lysat mit 300 pl Puffer P3
neutralisiert und nochmals 5 min bei RT inkubiert. Das Prizipitat wurde dann 10 min bei

16500 x g und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif3
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tiberfithrt, mit 600 pl Isopropanol gemischt und 30 min bei 16500 x g zentrifugiert. Die
sedimentierte Plasmid-DNA wurde mit -20 °C kaltem 70 % Ethanol gewaschen,

luftgetrocknet und in 20 pl TE-Puffer aufgenommen.

P1

50 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA
Rnase A (100 pg/ml)

P2

200 mM NaOH
1 % SDS

P3

3 M Kaliumazetat pH 5,5

2.5.1.2. DNA-Priparation (,,Maxi‘“-MaBstab)

GroBere Mengen an Plasmid-DNA wurden mit dem QIAGEN Maxi-Prip-Kit nach Angaben
des Herstellers pripariert. Dazu wurde von einer 300 ml Ubernachtkultur transformierter
Bakterien ausgegangen. Die Plasmid-DNA wurde nach Lufttrocknung in 300 pl TE-Puffer
aufgenommen.

Abweichend dazu wurde die DNA fiir die DNA-Immunisierung mit dem QIAGEN Endofree
Maxi-oder Mega-Prip-Kit pridpariert, um die Belastung der Versuchstiere mit bakteriellen
Endotoxinen zu verkleinern. Die Plasmid-DNA wurde in Wasser aufgenommen und auf eine
Konzentration von 1,11 mg/ml eingestellt. Vor der Administration in die Versuchstiere
wurden die Priparationen mit 0,1 vol 10 x PBS auf eine Konzentration von 1 mg / ml

verdiinnt.
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2.5.1.3. DNA-Priaparation (,,Mega‘-MaBstab)

GroBprédparationen an Plasmid-DNA wurden mit dem QIAGEN Mega-Prip-Kit nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.5.2. Spektrophotometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Préparation wurden 1:100 in TE-Puffer verdiinnt und photometrisch bei 260 nm
gegen TE-Puffer ausgemessen. Eine Extinktion von 1 entspricht dabei einer Konzentration
von 50 pg/ml dsDNA, 40 pg/ml RNA und 33 pg/ml ssDNA. Dariiber hinaus ergab sich die
Reinheit einer Priparation aus dem Quotienten der gemessenen Werte bei 260 nm und 280

nm. Der Quotient sollte zwischen 1,8 und 1,95 liegen.

2.5.3. Restriktionsverdau

Im Rahmen von Klonierungen wurde Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
gezielt verdaut. Analytische Verdaus dienten der Uberpriifung eines Plasmids auf das
Vorhandensein bestimmter Schnittstellen. Dazu wurden 0,5 bis 2 plg Plasmid-DNA 1 h mit 5-
10 Einheiten des gewiinschten Enzyms, sowie dem mitgelieferten Reaktionspuffer unter den
empfohlenen Bedingungen in einem Volumen von 20 pl inkubiert.

Fiir einen préiparativen Restriktionsverdau zur Isolierung eines DNA-Fragmentes wurden
analog bis zu 20 pg Plasmid-DNA 3-6 h mit bis zu 50 Einheiten in einem Volumen von 50-
100 pl inkubiert. Wenn die bei einer Doppelverdau verwendeten Enzyme unterschiedliche
Reaktionsbedingungen benétigten, wurde die DNA zunichst nur mit einem Enzym verdaut,

danach mittels des GeneClean-Kits gereinigt und dann mit dem zweiten Enzym inkubiert.

2.5.4. DNA-Gelelektrophorese

Zur Herstellung von Agarosegelen fiir die DNA-Gelelektrophorese wurden 1 % Agarose-
Losungen in 1 x TAE in einem Mikrowellengerit aufgekocht, mit Ethidiumbromid versetzt
(Endkonzentration 1 pg/ml) und nach Abkiihlen auf etwa 60 °C in abgedichtete Gelformen

mit eingesetzten Kdmmen gegossen.
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Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen mit 0,1 vol 10 x DNA-Ladepuffer versetzt. Zur
Bestimmung der Grofe der aufgetrennten DNA-Fragmente wurde ein DNA-Marker mit
definierten DNA-Fragmenten (siehe 2.1.4.2.) in einer separaten Spur mitgefiihrt. Die Elektro-
phorese wurde in Flachgel-Kammern mit 1 x TAE als Laufpuffer bei einer Gleichspannung
von U = 8 V/cm durchgefiihrt. Die aufgetrennten DNA-Fragmente fluoreszierten unter UV-
Licht aufgrund des interkalierten Ethidiumbromids. Analytische Gele wurden einer
Wellenldnge von 254 nm ausgesetzt, wihrend bei préaparativen Gelen zur Schonung der DNA

eine Wellenldnge von 366 nm verwendet wurde.

2.5.5. Reinigung von DNA-Fragmenten mittels GeneClean

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des GeneClean-Kits nach Angaben des Herstellers
gereinigt. Mit diesem System wurden sowohl DNA-Fragmente aus Agarosegelen, als auch

frei in Losung befindliche DNA-Fragmente, z. B. bei einem Doppelverdau, gereinigt.

2.5.6. Ligation

Zur Ligation linearisierter Plasmid-DNA mit linearen doppelstringigen DNA-Fragmenten
wurden 50-200 ng linearisierte Plasmid-DNA und im molaren Verhiltnis dazu die zehnfache
Menge an linearem DNA-Fragment eingesetzt. Der Ansatz wurde mit 1 oder 5 Einheiten T4-
Ligase (Roche) erginzt und im mitgelieferten 1 x Ligase-Puffer ii. N. bei 16 °C inkubiert. Fiir
den Einsatz in der Elektroporation wurde der Ligationsansatz 1:5 in TE-Puffer verdiinnt, um

die Salzkonzentration zu senken.

2.5.7. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Vermeidung von Religationen linearisierter Plasmid-DNA wurde die terminale 5°-
Pyrophosphatgruppe mit der alkalischen Phosphatase SAP (USB) entfernt. Dazu wurden
maximal 1 pg der linearisierten Plasmid-DNA in dem mitgelierten 1 x SAP-Puffer in einem
Gesamtvolumen von 10 pl fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch Erwdrmung auf 65 °C fiir 10

min wurde das Enzym danach inaktiviert.
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2.5.8. DNA-Sequenzierung

Wihrend der PCR kann es zum Auftreten unerwiinschter Mutationen in den amplifizierten
DNA-Sequenzen kommen. Die PCR-generierten DNA-Fragmente wurden deshalb durch
DNA-Sequenzierung iiberpriift. Die Sequenzierungen wurden von Dr. H. Delius (Sequenzier-

einheit des Deutschen Krebsforschungszentrums) durchgefiihrt.

2.5.9. Polymerase-K ettenr eaktion

Die Polymerase-Reaktion (PCR) zur Herstellung der kodonveridnderten Leserahmen wurde
von Martin Miiller durchgefiihrt. Das Verfahren ist in einer zuriickliegenden Arbeit be-
schrieben worden (Kim et al., 1997). Es wurden insgesamt 26 alternierende Oligonuleotide,
die sich in 20-23 Basenpaaren iiberlappen, als ,,Primer und ,,Template eingesetzt. Es
wurden Gruppen von 4 Oligonukleotiden gebildet und einer schrittweisen Polymerase-
Kettenreaktion mit einer ,,Annealing“-Temperatur von 46-56 °C und 30 Amplifikationszyklen
mit einer Elongationszeit von 30 s unterzogen. Das molare Verhiltnis der innenliegenden
Oligonukleotide (beispielsweise 2 und 3) zu den auflenliegenden Oligonukleotiden (beispiels-
weise 1 und 4) wurde auf 1:100 eingestellt, um die Entstehung von verkiirzten Neben-
produkten zu vermeiden. Im néchsten Schritt wurden die PCR-Produkte in einer weiteren
Polymerase-Kettenreaktion als ,,Template* mit auBenliegenden Oligonukleotiden als ,,Primer*
eingesetzt (siche auch Abb. 3.1). So entstanden schrittweise PCR-Produkte, die groBere
Bereiche der jeweiligen L1-Sequenz abdeckten. Der Einbau von geeigneten Einzel-
schnittstellen ermoglichte die Klonierung der Gesamtsequenz aus den sequenzierten PCR-

Zwischenprodukten.

2.6. Immunisierung von Versuchsmiusen

2.6.1. DNA-Immunisierung

Die Versuchstiere wurden bei Durchfithrung der einzelnen Applikationen jeweils entweder
mit Metofane oder mit Isofluran und 200 pl 0,1 % Rompun / 5 mg/ml Ketavet i. p. betdubt. 7
Tage vor der ersten Immunisierung wurden die Hinterbeinmuskeln (tibialis anterior) der

Versuchsmiuse mit Cardiotoxin vorbehandelt, um die Effizienz der DNA-Immunisierung zu
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verbessern (Davis et al., 1993). Dazu wurden pro Muskel 50 pl einer Stocklosung mit einer
Konzentration von 10 UM durch eine 0,3 mm Kaniile injiziert. Fiinf Tage spéter wurde das
erste Mal immunisiert. Dazu wurden pro Muskel 50 Uug endotoxinbefreite Plasmid-DNA (1
mg/ml in PBS) wiederum durch eine 0,3 mm Kaniile injiziert. Die DNA-Immunisierung
wurde nach 4 Wochen wiederholt. Nach weiteren 4 Wochen wurden die Méause getotet und
ca. 0,5 ml Blut durch Herzpunktion gesammelt. Zur Ermittlung des spezifischen
Antikorpertiters wurde das Blutserum im ELISA-Verfahren analysiert. Zur Untersuchung der
Induktion E7-spezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten wurde ausserdem die Milz

entnommen und wie beschrieben weiterbehandelt.

2.6.2. Serumgewinnung aus Miusen

Nach Lagerung fiir 24 h bei RT war das durch Herzpunktion entnommene Blut koaguliert.
Das Serum wurde durch Zentrifugation (3000 UpM, 4 °C, 15 min, Eppendorf-Tisch-
zentrifuge) vom Blutkuchen getrennt und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefdl3 tiberfiihrt. Bis

zur Analyse im ELISA-Verfahren wurde das Serum bei 4 °C gelagert.

2.6.3. Serumanalyse durch ELISA

Zur Detektion von HPV16 L1-spezifischen Antikdrpern wurden Mikrotiterplatten mit 50 pl
virusartigen Partikeln mit einer Konzentration von 3 pg/ml in PBS pro Vertiefung ii. N.
inkubiert. Darauthin wurden die Vertiefungen mit 50 pl Blockmilch (5% Magermilchpulver
in PBS) gefiillt und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach Entfernung der Blockmilch wurden
Verdiinnungen (1:10 bis 1:1280 in PBS) der untersuchten Sera auf die Mikrotiterplatten
gegeben. Darauthin wurde fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und anschlieend dreimal mit PBS
gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Platten mit dem Peroxidase-gekoppelten Anti-
Maus-Antikorper (1:4000 in PBS) erneut fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Auf das dreimalige
Waschen mit PBS folgte die Zugabe der ELISA-Substratlosung (ABTS- oder TMB-Substrat).
Nach einer geeigneten Entwicklungszeit wurde zur Quantifizierung der Farbreaktion die
Extinktion bei 405 nm fiir ABTS-Substrat und bei 450 nm fiir TMB-Substrat (Devitron) mit
einem Titertek ELISA-Leser ermittelt. Bei Verwendung von TMB-Substrat wurde die

Farbstoffreaktion nach einer geeigneten Inkubationszeit mit 1 M H,SO4 gestoppt.
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ABTS-Substrat

1 mg/ml ABTS
0,015 % H,0,

2.6.4. Analyse der zellularen Immunantwort

2.6.4.1. Isolierung von Lymphozyten aus der Mausmilz

Die unter sterilen Bedingungen entnommene Milz wurde in 5 ml PBS aufgenommen und auf
Eis gehalten. Zur Vereinzelung der Milzzellen wurde die Milz durch ein engmaschiges
Drahtnetz gedriickt und die entstandene Zellsuspension in 10 ml PBS in ein 15 ml
Reaktionsgefil} iiberfiihrt. Die Zellen wurden sedimentiert (1500 UpM, 4 °C, 5 min, Varifuge
RF). Das rosafarbene Zellsediment wurde in 5 ml ACT-Puffer resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde dann fiir 5 min bei 37°C inkubiert. Dadurch wurden die Erythrozyten
durch osmotischen Schock lysiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (1500 UpM, 4 °C, 5
min, Varifuge RF) wurde der rote, Himoglobin-haltige Uberstand abgenommen und die

Zellen in 5 ml komplettem aMEM (siehe 2.6.4.3.) aufgenommen und in vitro restimuliert.

ACT -Puffer

Losung A
0,16 M NH4Cl
Losung B
0,17 M Tris/HCI pH 0,5
Losung A (900 ml) und B (100 ml) vereinen (ergibt pH = 7,2) und autoklavieren

2.6.4.2. Zellinaktivierung

RMA-E7-Zellen, die als Fiitterzellen in Lymphozytenkulturen dienten, wurden durch Be-
strahlung inaktiviert. Durch die Bestrahlung verlieren die Zellen ihre Teilungsfihigkeit,
sterben jedoch nicht unmittelbar ab und eigenen sich dann zum Restimulieren der ZTL

(RMA-E7 Zellen) oder zur Konditionierung des Kulturmediums (Milzzellen).
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Durch y-Strahlenexposition (*CS-Quelle; Gammacell 1000) wurden die Zellen mit einer
Dosis von 100 Gy (12 min) fiir RMA-E7 Zellen und 33 Gy (4 min) fiir Milzzellen inaktiviert.

2.6.4.3. Kultivierung und in vitro Restimulierung zytotoxischer T-Zellen

Die isolierten Lymphozyten wurden in komplettem OMEM oder - nach der zweiten
Restimulierung - in komplettem daMEMmZ bei 37 °C und 7,5 % CO in einer H,O-geséttigten
Atmosphire in 25 cm? Gewebekulturflaschen mit Beliiftung oder Gewebekulturplatten mit 24
Vertiefungen kultiviert.

Zur ersten in vitro Restimulierung wurden 2-4 x 107 frisch isolierte Lymphozyten in 25 cm?
Gewebekulturflaschen ausgesidt. Zur Restimulierung wurden die Kultur durch 1/20
inaktivierter RMA-E7 Zellen erginzt. Die H2-DP vermittelte Priisentation des E749.57-Peptids
auf der Oberfliche der RMA-E7 Zellen ermdoglichte hierbei die spezifische Restimulierung.
Nach 5 Tagen wurde die Spezifitit und Aktivitit der ZTL im Zytoxizitétstest bestimmt.

Zur zweiten Restimulierung wurden die Lymphozyten nach 7 Tagen entsprechend ihrer
Zelldichte mit dem Kulturmedium oMEMmZ in zunehmender Verdiinnung in Gewebe-
kulturplatten mit 24 Vertiefungen subkultiviert. Zu den verdiinnten Lymphozyten wurden pro
Vertiefung 5 x 10° Fiitterzellen (inaktivierte Milzzellen aus unbehandelten C57Bl/6 Miusen)
gegeben. Erneut wurde durch Kokultivierung mit 2 x 10° inaktivierten RMA-E7 Zellen
restimuliert. 5 Tage nach der zweiten Restimulierung wurden im Zytotoxizitétstest nochmals

Spezifitit und Aktivitit der ZTL bestimmit.

aMEM (komplett)

OMEM (Sigma)

10 % FKS

1 % mg/ml Penicillin / Streptomycin (Stammldsung 10 mg/ml)
1 % L-Glutamin (Stammldsung 50 mM)

10 uM B-Merkaptoethanol

aMEMmZ

OMEM (komplett)
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25 mM Methyl-a-Mannopyranosid

3,3 % (v/v) ConA-induzierter Rattenmilzzelliiberstand

2.6.4.4. Zytotoxizititstest

5 Tage nach den Restimulierungen der Lymphozyten-Primirkultur wurde ein Zytotoxizitits-
test durchgefiihrt. Dabei wurde die Aktivitdt spezifischer ZTL in der Lymphozytenkultur
detektiert.

Der Zytotoxizititstest basiert auf der Messung der 51Cr—Freisetzung aus Zielzellen. Als
Zielzellen dienten RMA-E7 Zellen und RMA Zellen (beladen mit E749.57-Peptid und zur
Kontrolle unbeladen). Subkonfluent wachsende Zielzellen wurden in PBS gewaschen und mit
Trypsin/EDTA-L6sung von der Kulturflasche abgeldst. Die Zielzellen wurden in 10 ml RPMI
Medium resuspendiert und die Zelldichte der Losung bestimmt. Danach wurden 2 x 10°
Zellen in ein 15 ml Rundbodenrdhrchen iiberfiihrt, abzentrifugiert (1500 UpM, 2 min, 20 °C,
Varifuge RF) und in 50-150 pl Nay>*CrO4-Losung (100 uCi) fiir 1 h bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal in je 10 ml komplettem RPMI Medium
gewaschen und abzentrifugiert (1500 UpM, 2 min, 20 °C, Eppendorf-Zentrifuge 5416). Das
Zellsediment wurde in 1 ml komplettem RPMI Medium resuspendiert und jeweils 0,5 ml der
Zellsuspension in 19,5 ml komplettem RPMI Medium verdiinnt. Daraus ergab sich eine Zell-
dichte von 5 x 10* Zellen/ml. Um die RMA-Zellen spezifisch zu markieren, wurde E749.57-
Peptid bis zu einer Konzentration von 100 nM zur Verdiinnung gegeben. Die markierten Ziel-
zellen wurden bis zur weiteren Verwendung fiir bis zu 30 min bei 37 °C inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die restimulierten Lymphozyten (Effektorzellen) im Kultur-
medium mit einer Pipette resuspendiert. Etwa %4 der Zellsuspension wurde zur erneuten Re-
stimulierung weiterkultiviert, der Rest wurde in ein 15 ml Reaktionsgefdfl iiberfiihrt und
abzentrifugiert (1500 UpM, 5 min, 20°C, Varifuge RF). Nach dem Abnehmen des Kultur-
mediums wurde das Zellsediment in komplettem RPMI aufgenommen (240 pl pro
Zielzelllinie im Zytotoxizititstest).

Die gemeinsame Inkubation von Effektor- und Zielzellen erfolgte auf Gewebekulturplatten
mit 96 Vertiefungen mit Rundboden (Mikrotiterplatten). Fiir jede Effektorzellkultur und
Zielzelllinie wurde eine vertikale Reihe auf der Platte beladen. In die Vertiefungen der Reihe
A und D-H wurden jeweils 100 pl komplettes RPMI Medium vorgelegt. In die Vertiefungen

der Reihe B wurden 100 pl Tritonlosung pipettiert. Jeweils 200 ul der Zellsuspension der
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Effektorzellen wurden in die entsprechende Vertiefung der Reihe C pipettiert. Von den 200 pl
Effektorzellsuspension in den Vertiefungen der Rethe C wurden 100 pl entnommen, mit den
100 pl Medium in den Vertiefungen der Reihe D gemischt, wieder entnommen und auf die
gleiche Weise durch die Vertiefungen der Reihe E-H gefiihrt. Die aus den Vertiefungen der
Reihe H entnommenen 100 pl Zellsuspension wurden verworfen. Auf diese Weise konnte in
den Vertiefungen der Reihe C-H der Mikrotiterplatte eine serielle Verdiinnung der Effektor-
zellen mit dem Faktor 2 erhalten werden. Um das Effektor-/Zielzellverhiltnis (E/Z)
bestimmen zu konnen, wurde die Zelldichte im restlichen Volumen der Effektorzell-
suspension bestimmt.

Von der entsprechend markierten Zielzellsuspension (5 x 10* Zellen/ml) wurden jeweils 100
Ml pro Vertiefung der Mikrotiterplatte zugegeben. AnschlieBend wurden die Ansitze fiir 4 —
4.5 h bei 37°C inkubiert.

Danach wurden je 50 pl des Kulturiiberstandes aus den Vertiefungen entnommen und ii. N.
bei Raumtemperatur auf Szintillationsplatten (Canberra Packard, Dreieich) getrocknet. Die y-
Strahlung in der getrockneten Mediumprobe wurde anschlieBend im Szintillationszédhler
(1450 Microbeta Plus, Wallac, Turku) vermessen. Die aus den markierten Zielzellen in den
Uberstand freigesetzte Radioaktivitit korreliert mit der zytotoxischen Aktivitit der
Effektorzellen gegen die entsprechenden Zielzellen. Unter Beriicksichtigung der spontan aus
den Zielzellen freigesetzten Aktivitdt (aus Reihe A) und der freigesetzten Aktivitit nach
vollstandiger Lyse der Zielzellen (aus Reihe B), lie sich der prozentuale Anteil an lysierten

Zielzellen in den Vertiefungen der Reihe C-H berechnen.
RPMI (komplett) fiir RMA-E7 und RMA Zellen

RPMI-1640
10 % FKS
1 % L-Glutamin (Stammldsung 50 mM)

1 % Penicillin / Streptomycin (Stammldsung 10 mg/ml)

fiir RMA-E7 zusitzlich mit 0,8 mg/ml G418



2. Material und Methoden 61
RPMI (Assay-Medium)

RPMI-1640
5% FKS
1 % L-Glutamin (Stammlésung 50 mM)

1 % Penicillin / Streptomycin (Stammldsung 10 mg/ml)

Tritonlosung

10 % Triton X-100 in H2O

2.6.4.5. ELISPOT-Analyse

In der ELISPOT-Analyse wird die antigenspezifische IFNy-Sekretion aktivierter
zytotoxischer T-Zellen detektiert.

Die Milzzellen immunisierter Tiere wurden wie beschrieben isoliert (siehe Kapitel 2.6.4.1.),
kultiviert und stimuliert (sieche Kapitel 2.6.4.3.). Spezielle Mikrotiterplatten mit 96 Vertief-
ungen (Millipore) wurden 5 min mit 200 pl sterilem PBS &#quilibriert. Der 1. Antikorper
(Ratte-anti-Maus-IFNy, Pharmingen) wurde auf eine Konzentration von 2 pg/ml in PBS
eingestellt. Nach der Entfernung des PBS wurden die Vertiefungen mit 75 pl der Verdiinnung
des 1. Antikorpers befiillt und @i. N. bei 4 °C inkubiert. Am nidchsten Tag wurde die
Antikorperverdiinnung entfernt und die Vertiefungen mit je 100 pl Medium (oMEM
(komplett) siehe 2.6.4.3.) befiillt und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach der Entfernung des
Mediums wurden serielle Verdiinnungen der Milzzellenkulturen in den Vertiefungen
hergestellt. Angefangen mit 600000 Zellen wurde die Milzzellkulturen in drei Reihen
schrittweise in 100 ul oMEM (komplett) verdiinnt. Die drei Reihen teilten sich in die
Negativkontrolle, die Positivkontrolle und in die Reihe fiir die spezifische Stimulation auf. In
die Verdiinnungen der Positivkontrolle wurden 20 pl Mitogen-Verdiinnung pro Vertiefung
gegeben. Die Reihen der spezifischen Stimulation wurden mit 20 pl E7-Peptid-Verdiinnung
pro Vertiefung ergédnzt. Die Platten wurden 18 - 20 h bei 37 °C und 5 % CO- inkubiert. Am
niachsten Tag wurden die Zell-Losungen entfernt und die Platten dreimal mit 200 pul PBST
gewaschen. Dann wurde ein weiteres Mal mit PBS gewaschen und die Platte griindlich aus-
geklopft. Der biotinylierte 2. Antikorper (Ratte-anti-Maus-IFNy (biotinyliert), Pharmingen)

wurde auf eine Konzentration von 1 pug/ml in PBS eingestellt. 75 pl dieser Verdiinnung
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wurden pro Vertiefung ausplattiert. Dann wurden die Platten ii. N. bei 4 °C inkubiert. Am
darauffolgenden Tag wurde der ELISPOT entwickelt. Von jetzt an konnte unsteril gearbeitet
werden. Zunichst wurde die Antikorperlosung entfernt und die Platten dreimal mit 200 pl
PBS pro Vertiefung gewaschen. Nach dem letzten Waschvorgang wurde die Platte griindlich
auf saugfiahigem Papier ausgeklopft. Die Streptavidin-gekoppelte alkalische Phosphatase
(Pharmigen # 554065) wurde 1:1000 in PBS verdiinnt. 100 pl dieser Verdiinnung wurden in
jede Vertiefung pipettiert. Darauf wurden die Platten 2 h bei RT inkubiert. Danach wurden die
Platten dreimal mit PBS gewaschen. Nach dem dritten Waschvorgang wurden die Platten
griindlich ausgeklopft und zusitzlich der Boden der Platten gelost und getrocknet. Die
Vertiefungen wurden mit 100 pul Entwicklungspuffer BCIP/NBT (Sigma) befullt und im
Dunkeln bei RT inkubiert. Als die ersten fleckenartigen Farbungen (Spots) zu sehen waren,
wurde die Platte griindlich mit Wasser gespiilt. Es musste beachtet werden, dass die
Farbreaktion sich nach diesem Schritt noch fortsetzte. Die Spots erhielten dann die
charakteristische violette Farbe und konnten im ELISPOT-Zahler (AID EliSpot transtec 1300)

gezdhlt und ausgewertet werden. Die entwickelten Platten wurden im Dunkeln aufbewahrt.

aMEM (komplett)

OMEM (Sigma)

10 % FKS

1 % mg/ml Penicillin / Streptomycin (Stammldsung 10 mg/ml)
1 % L-Glutamin (Stammldsung 50 mM)

10 UM B-Merkaptoithanol

Mitogen-Verdiinnung

10 ng / ul PW-Mitogen (Sigma, #L.-8777) in aMEM (komplett)

E7-Peptid-Verdiinnung

2 uM E749.57-Peptid in aMEM (komplett)
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3. Ergebnisse

3.1. Kodonoptimierung der HPV-16 L 1-Sequenz

Zied war es, das HPV-16 L1-Gen in einer DNA-Vakzinierung zur Induktion von kapsid-
spezifischen Antikorpern zu verwenden. Da Versuche, das originale HPV-16 L1-Gen in
undifferenzierten humanen Zelllinien zu exprimieren, keine befriedigenden Ergebnisse
geliefert hatten, sollte die L1-Expression durch Entfernung der negativregulatorischen

Elemente entreguliert und durch Anpassung der Kodonbenutzung optimiert werden.

Tabelle 1: Kodonverwendung in L1ori, L1p und L1h

Amino-  Kodon % der Kodons Amino-  Kodon % der Kodons

séure Lih Lip Liori saure L1h L1p L1ori
Ala GCA 0,0 0,2 2,8 Leu CTA 0,0 0,0 1,4
GCG 0,0 0,0 0,0 CTG 8,5 0,0 1,0

GCC 5,9 0,0 1,2 CTC 0,0 0,0 0,0

GCT 0,0 57 2,0 CTT 0,0 8,5 0,6

Arg AGA 0,0 0,0 0,8 TTA 0,0 0,0 4,6
AGG 3,8 3,8 0,8 TTG 0,0 0,0 1,0

CGA 0,0 0,0 0,8 Lys AAA 0,0 6,7 53

CGG 0,0 0,0 0,2 AAG 6,7 0,0 1,4

CGC 0,0 0,0 0,8 Met ATG 2,0 2,0 2,0

CGT 0,0 0,0 0,4 Phe TTC 4,8 0,0 0,2

Asn AAC 55 0,0 1,4 T 0,0 4,8 4,6
AAT 0,0 55 4,2 Pro CCA 0,0 7,3 3,0

Asp GAC 53 0,0 1,8 CCG 0,0 0,0 0,0
GAT 0,0 53 3,6 CCC 7.3 0,0 1,0

Cys TGC 2,4 0,0 0,6 CCT 0,0 0,0 3,4
TGT 0,0 2,4 1,8 Ser AGC 6,5 0,0 0,4

Gin CAA 0,0 3,8 2,2 AGT 0,0 0,0 1,4
CAG 3,8 0,0 1,6 TCA 0,0 6,5 1,4

Glu GAA 0,0 3,8 2,8 TCG 0,0 0,0 0,0
GAG 4,0 0,2 1,2 TCC 0,0 0,0 0,8

Gly GGA 0,0 6,9 1,6 TCT 0,0 0,0 2,6
GGG 0,0 0,0 0,6 Thr ACA 0,0 0,0 3,6

GGC 6,9 0,0 1,8 ACG 0,0 0,0 0,2

GGT 0,0 0,0 3,0 ACC 8,1 0,0 1,6

His CAC 2,0 0,0 0,4 ACT 0,0 8,1 2,8
CAT 0,0 2,0 1,6 Trp TGG 1,4 1,4 1,4

lle ATA 0,0 0,0 2,0 Tyr TAC 4,4 4,4 1,4
ATC 4,4 0,2 0,0 TAT 0,0 0,0 3,0

ATT 0,0 4,2 2,4 Val GTA 0,0 0,0 2,0

GTG 6,3 0,0 0,6

GTC 0,0 0,0 0,4

GTT 0,0 6,3 3,4

Anm.: L1ori, Originalsequenz von HPV-16 L1; L1p, kodonoptimiert fiir Solanum
tuberosum; L1h, kodonoptimiert fiir Homo sapiens
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Um das Problem der ineffizienten Expression in undifferenzierten Sdugerzellen zu losen,
wurden zwei kodonverdanderte HPV-16 L1-Gene synthetisiert. In diesen Genen wurde die
Kodonverwendung im HPV-16 L1-Gen fiir Pflanzenzellen (Solanum tuberosum, L1p) und fiir
Saugerzellen (Homo sapiens, L1h) gemill Tabelle 1 optimiert. Fiir diese organismus-
spezifischen Kodonverinderungen wurden die Tabellen der Genbank-Datenbank (Nakamura
et al., 2000) (http://www.kazusa.or.jp/codon/) herangezogen. In beiden Konstrukten wurde
die Mehrheit der Kodons (78,8 % fiir Llh und 51,5 % fiir Llp) variiert. Die

korrespondierende Aminosiure-Sequenz wurde jedoch beibehalten. Durch diese Anderungen
ist es wahrscheinlich, dass alle bekannten und unbekannten negativregulatorischen Elemente
der kodierenden Region (siehe 1.1.3.2.) inaktiviert wurden.

Bei der Festlegung der neuen DNA-Sequenzen wurden ausserdem die Erkennungssequenzen
bestimmter Restriktionsendonukleasen eingefiihrt, ohne die resultierende Primérsequenz zu
verdndern. Diese Schnittstellen wurden bei der Synthese verwendet, um Zwischenprodukte zu

klonieren.

3.1.1. Herstellung der verinderten Leserahmen

Zur Herstellung der kodonverdnderten L.1-Gene wurde ein Verfahren nach Kim et al., 1997,
verwendet. Es wurden insgesamt 26 Oligonukleotide mit einer Linge von ca. 85 Nukleotiden
synthetisiert. Diese Oligonukleotide sind alternierend vom kodierenden und nicht kodierenden
DNA Strang abgeleitet und iiberlappen in 20-23 Basenpaaren. Dadurch verlduft die 5°-3°
Richtung geradzahliger Oligonukleotide entgegen der 5°-3" Richtung ungeradzahliger
Oligonukleotide (Abb. 3.1). Die Oligonukleotide wurden in eine schrittweise Polymerase-
Kettenreaktion als ,,Template und ,Primer” eingesetzt. Zunidchst wurden Gruppen aus
jeweils vier Oligonuleotiden verwendet. Das molare Verhiltnis der in diesem Fall
innenliegenden Oligonukleotide (beispielsweise 2 und 3) zu den auBenliegenden
Oligonukleotiden (beispielsweise 1 und 4) wurde auf 1:100 eingestellt, um die Entstehung
von verkiirzten Nebenprodukten zu vermeiden. Die anschlieBende PCR lieferte
doppelstingige DNA-Fragmente, die die Bereiche der eingesetzten ,,Primer* umfassten. In
einem zweiten Amplifikationszyklus wurden die DNA-Fragmente aus Runde 1 verwendet
und groBere doppelstringige Bereiche hergestellt. PCR-Zwischenprodukte wurden durch
DNA-Sequenzierung iiberpriift. Aus den klonierbaren Zwischenprodukten wurden die
Gesamtsequenzen zusammengesetzt und abschlieBend durch eine weitere DNA-

Sequenzierung auf mogliche PCR-generierte Mutationen iiberpriift.
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‘ PCR oCR

|
Xbal Hir;dlll

= 5

— denovo synthetisierte L1-Gene

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des PCR-Verfahrens zur Herstellung der veranderten L1-
Leserahmen. Nahere Erlauterungen sind im Text zu finden. Abbildung nach Kim et al., 1997.

Die  DNA-Sequenzen  konnen in der EMBL  Nukleotidsequenzdatenbank
(http://www.ebi.ac.uk/embl/) unter den Zugangsnummern AJ313181 fiir L1p und AJ313179

fiir L1h eingesehen werden.

Fiir die weiteren molekularbiologischen Arbeiten wurden die von Xbal- und HindIII-
Schnittstellen flankierten Gesamtsequenzen in den Klonierungsvektor pBS iiberfiihrt.

Die kodonoptimierten L1-Leserahmen wurden freundlicherweise von Dr. Martin Miiller

(DKFZ, Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.
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3.1.2. Klonierung der Expressionsplasmide

Die synthetisierten L1-Sequenzen wurden in den Expressionsvektor pUF3 (Zolotukhin et al.,
1996) iiberfiihrt (Abb. 3.2).

pBS-L1h/L1p
@ \Xbal'H‘irdlll
Xbal Lih/L1p HindllI
b £
} T
pBKcmv-L1hL1p
Ligation
pBKcmv
e
Xbal, Hirdl 1| wt‘,,sm
Notl L1h/Llp Sl
5 3
pUFR3

@ Notl, Sall Ligation

\@
SD/SA \
Lih/Llp/Lioi [ pA |-

pL1h, pL1p und pL lori

Abb. 3.2: Zweistufige Klonierungsstrategie zur Herstellung der Expressionsplasmide flir
die verénderten und den originalen L1-Sequenzen.

Um geeignete Schnittstellenorientierungen fiir die Klonierung des Expressionsplasmides
zu haben, wurden die L1-Sequenzen zunachst in das Plasmid pBKcmyv Uberfihrt.
Genauere Plasmidkarten von pL1h, pL1p und pL1ori befinden sich im Anhang. pA,
polyA-Signal; pCMV, ,immediate early“-Promotor von Cytomegalievirus; SD/SA, ,splice
donor / splice acceptor site”, Intronsequenz aus SV 40.

Die Klonierung erfolgte in zwei Schritten. Zunichst wurde die jeweilige L1-Sequenz in die

Xbal und HindIII-Schnittstellen von pBKcmv iiberfiihrt. Im pBKcmv lag die Sequenz dann in
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geeigneter Orientierung zu den Notl- und Sall-Schnittstellen, die schlieBlich zur Klonierung
in das Plasmid pUF3 gewéhlt wurden. Dadurch entstanden die Expressionsplasmide pL1h.
pL1p und pLlori. In Abbildung 3.2 ist der Aufbau der resultierenden Expressionskassette
dargestellt. Genaue Plasmidkarten befinden sich im Anhang. Sie enthilt neben dem starken
viralen Promotor pCMV (,,cytomegalovirus immediate-early promoter*) zur Ausbeute-
steigerung das Intron aus dem spidten Genombereich von SV 40 (SD/SA). Intronsequenzen
wurden in einigen Arbeiten mit Erfolg verwendet, um die Proteinexpression zu steigern,
indem sie die hnRNA in den Prozessierungs- und SpleiBungsweg lenken (Petitclerc et al.,
1995). Das abschlieBende polyA-Signal stammte vom Rinderwachstumshormon.

Durch Verwendung dieser simplen Expressionsvektoren wurde weiterhin sichergestellt, dass
regulatorische Elemente im Falle der originalen LI1-Sequenz (Llori) aus dem
nichtkodierenden Bereich des HPV-16 Genoms entfernt wurden. Basis fiir die verwendete

originale L1-Sequenz in pLlori ist das HPV-16-Isolat 114/K (Kirnbauer €t al., 1993).

3.1.2. L1-Expression nach transienter Transfektion

Die Effizienz der Expressionsvektoren pL1lh, pL1p und pLlori wurden durch transiente
Transfektion von verschiedenen undifferenzierten Sdugerzellen (293T, Hela und 911)
untersucht und verglichen. Die LI1-Expression wurde durch Immunblot und Immun-
fluoreszenz nachgewiesen (Abb. 3.3).

In diesen Experimenten war die Expression der originalen L1-Sequenz wie aus Vorversuchen
erwartet nicht detektierbar. Im Gegensatz dazu wurde L1-Protein sowohl nach Expression von
pL1h als auch von pLlp detektiert, wobei durch pLlh im Vergleich zu pLlp um zwei
GroBenordnungen mehr L1-Protein in gleichen Zellen und bei gleicher DNA-Menge
produziert wurde (Abb. 3.3 a und b). Das durch Verwendung von L1h iiberexprimierte L1-
Protein lokalisierte erwartungsgemif3 hauptsidchlich im Zellkern (Abb. 3.3 ¢ und d). Ein
Anteil des Proteins verblieb zelltypabhéngig im Zytosol.

Durch die Kodonverdanderungen konnte also die Expressionsbeschrinkung von HPV-16 L1
aufgehoben werden. Die starke Proteinausbeute nach Verwendung von pL1h zeigt ausserdem,
dass dariiber hinaus die Proteinexpression durch wirtszellspezifische Kodonoptimierung
signifikant erhoht werden kann.

Eine interessante Frage war, ob die hohe Proteinexpression von L1 intrazelluldr zu einer

effizienten Bildung von virusartigen Partikeln fiihrt. Dazu wurden 911-Zellen mit pL1h, pL1p
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und pL1lori transfiziert. Von den Zellen wurden ultradiinne Schnitte angefertigt und dann
durch Elektronenmikroskopie untersucht (Abb. 3.4).

> D/SA
—pemvb" Lihsap/itoni H e |-
o
S = S =
= c e o]
(@)
=32 2 5838
94kD—
66kD— ol
L1 L - -
44kD— . 44 KD— -
30kD— 30 kD—
a b
c d

Abb. 3.3: Proteinexpression der L1-Gene.

(a und b) Immunblot-Analyse von Zellextrakten aus 293T-Zellen, die mit pL1h, pL1p und
pLZlori transient transfiziert wurden. Extrakte von untransfizierten 293T-Zellen wurden als
Kontrolle eingesetzt. (c und d) Zellulare Lokalisation von HPV-16 L1 in Hela- (c) und 911-
Zellen (d) nach transienter Transfektion mit pL1h. Beide Analysen wurden mit dem L1-
spezifischen monoklonalen Antikérper CamVir-1 durchgefihrt.

Wie in Abbildung 3.4 gezeigt, lassen sich nach Expression von L1h, nicht aber nach
Expression von L1p oder Llori (Daten nicht gezeigt), in Situ groBe Mengen an virusartigen
Partikeln, erkennbar als zirkuldre Strukturen mit einem Durchmesser von ca. 55 nm,
beobachten. Die virusartigen Partikel fanden sich ausschlieBlich im Zellkern transfizierter
Zellen (Abb 3.4a). Aus den Beobachtungen ergeben sich Hinweise, dass die Kapsidbildung
auf den Zellkern beschrinkt ist und méglicherweise von der intranukleidren Konzentration der

Kapsomere und Kapsidproteine abhéngt.



3. Ergebnisse 69

Zusitzlich zu den Hinweisen auf virusartige Partikel wurden tubulédre Strukturen mit einer
Linge von 100-200 nm in den Zellkernen transfizierter Zellen beobachtet (Abb. 3.4b), die

nicht in untransfizierten Kontrollen auftauchten (Daten nicht gezeigt).

virusartige Partikel
(Durchmesser: ca. 55 nm)

Abb. 3.4: VLP-Bildung durch Uberexpression von HPV-16 L1 in situ.
Gezeigt sind ultradlinne Schnitte von 911-Zellen, die mit pL1h transient transfiziert
wurden. Zy, Zytosol; KM, Kernmembran; Nu, Zellkern.
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3.1.3. Effekte der verinderten Leserahmen

Um zu bestimmen, ob sich die deutlich verbesserte L1-Expression durch die Lese-
rahmenverdnderungen auf die direkte Verstairkung der Translation oder andere

posttranskriptionelle Einfliisse zuriickfiihren ldsst, wurden einige bicistronische Konstrukte

hergestellt (Abb 3.5).

pBKcmv L1WL1p/L1ori
@ Xbal, Xhol
Xbal Lih/ L1p/ Llori Xhol
. b
T T
Ligation

PGEM-| RES-GFP

@ —
Nhel, Sall \\

~ T

| pcMV H L1h/L1p/Liori |—| IRES |—-| eGFP H polyA |

pL1h/L1p/L1ori/recl-GFP

Abb. 3.5: Klonierungsstrategie zur Herstellung der bicistronischen Konstrukte.
IRES, interne Ribosomeneintrittsstelle; pCMV, ,immediate early“-Promotor von Cytomegalie-
virus; GFP, grinfluoreszierendes Protein.

In diesen Konstrukten ist das Gen fiir eGFP ,,stromabwirts* von L1h, L1p und Llori sowie -
als Kontrolle fiir ein HPV-unverwandtes Gen - des Gens recl (Albritton et al., 1989) platziert.
Bei der Klonierung wurde ausgenutzt, dass Xbal und Nhel, sowie Sall und Xhol
Isoschizomere sind, die kompatible Schnittenden produzieren. Die Translation des GFP wird
in diesen Konstrukten von einer internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES, ,,internal ribosome
entry site*) moglich. In diesem experimentellen System sollte die An- oder Abwesenheit des
Einflusses der negativregulatorischen Elemente auf die mRNA-Stabilitit, den RNA-Transport
oder die RNA-Prozessierung auch die GFP-Expression beeinflussen. Dagegen sollten
effizientere Translation durch Kodonoptimierung und mogliche direkte translatorische Effekte

der negativregulatorischen Elemente, z.B. iiber inhibitorische RNA-bindende Proteine
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(Schwartz, 1998), nur die L1-Expression, nicht aber die GFP-Expression, beeinflussen (Abb.
3.6).

| pCMV H L1h/L1p/Llori |—| IRES |—-| eGFP |—| polyA
. . - IRES
bicistronische MRNA 5’cap_| Lih/Llp/Llori |—| eGFP } AAAAA...
L1-Expression zeigt : GFP-Expression zeigt :
direkte translatorische Effekte Translationsunabhingige Effekte
—> Kodonbenutzung und tRNA Verfiigbarkeit —> RNA-Stabilitit
—> Negativ-regulatorische Elemente — RNA-Transport
—> RNA-Prozessierung

Abb. 3.6: Unterscheidung der direkten und indirekten Effekte der veranderten Leserahmen
auf die Translation.

eGFP, verstarktes grinfluoreszierendes Protein; IRES, interne Ribosomeneintrittsstelle; polyA,
polyA-Signal; pCMV, ,immediate early“ Promotor von Cytomegalievirus.

Die Einfliisse der Ll-Leserahmen auf die GFP-Expression wurden durch Durchfluss-
zytometrie (FACS) (Abb. 3.7) und Immunblot-Analyse (Abb. 3.8) der GFP-Expression 48 h
nach Transfektion bestimmt.

Die Experimente zeigten, dass die originale L1-Sequenz (L1ori) verglichen mit der neutralen,
HPV-unverwandten Sequenz recl die GFP-Expression um ca. 60 % senkte, wihrend L1p
einen neutralen Cis-Effekt auf die GFP-Expression hatte. Dagegen verstarkte L1h die GFP-
Expression um ca. einen Faktor 2, so dass zwischen L1h und Llori ungefdhr ein Faktor 6-7
lag (Abb. 3.7 und 3.8a). Der Vergleich zwischen GFP- und L1-Expression in denselben
Zellextrakten zeigte dariiber hinaus, dass die L1-Expression (Abb. 3.8b) auch in diesem
System durch L1lh verglichen mit Llori um mehrere Groenordnungen erhoht war. Die
insgesamt sehr hohe Expressionsteigerung mit L1h ldsst sich also zu einem kleinen Teil durch
translationsunabhingige, posttranskriptionelle Effekte erkldaren. Vor allem scheinen aber eine
effizientere Translation durch Kodonverbesserung und/oder der Wegfall von negativ-
regulatorischen Elementen, die die Translation direkt beeinflussen, die L1-Expression massiv

zu erhohen.
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Abb. 3.7: Einfluss der veranderten L1-Leserahmen auf die Expression des ,stromabwarts®
lokalisierten gfp-Gens in einem bicistronischen Konstrukt. 293T-Zellen wurden mit den ver-
schiedenen bicistronischen Konstrukten transient transfiziert. Die GFP-Expression wurde
durch Durchflusszytometrie (FACS) detektiert.
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Abb. 3.8: Einfluss der veranderten L1-Leserahmen auf die Expression des ,stromabwarts®
lokalisierten gfp-Gens in einem bicistronischen Konstrukt. 293T-Zellen wurden mit den
verschiedenen bicistronischen Konstrukten transient transfiziert. Die GFP- (a) und L1-
Expression (b) wurden in denselben Zellextrakten durch Immunblot-Analyse detektiert.
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3.1.4. DNA-Immunisierung mit dem ,,humanisierten‘ Leserahmen

Das urspriingliche Ziel der Kodonoptimierung war, das L1-Gen fiir eine DNA-Immunisierung
zu verbessern. Bisher war diese Anwendung durch die beschrinkte Expression der Original-
Sequenz limitiert (Dupuy et al., 1999; Rocha-Zavaleta et al., 2002). In den Experimenten
wurden die humoralen Immunantworten auf die intramuskulédr applizierten Expressions-
plasmide pL1h und pLlori verglichen (Abb. 3.9) und einem Kontrollplasmid, das kein L1-
Gen enthielt (VP22-E7, Michel et al., 2002a), gegeniiber gestellt. Die humorale
Immunantwort wurde mit Hilfe eines HPV-16 VLP-spezifischen ELISA quantifiziert. In
diesem Verfahren wird eine Mikrotiterplatte mit gereinigten virusartigen Partikeln
beschichtet. Die Blutseren werden dann in den Vertiefungen geeignet verdiinnt. Das
detektierte Farbstoffsignal ist abhingig von der Menge der an die VLPs gebundenen
Antikorper.

D. > % » | VLP-spezifischer

Antikorpertiter

Serum

Lih/Llori  H m |-

S —
O

Abb. 3.9: DNA Immunisierung mit dem ,humanisierten“ L1-Gen.

Den Versuchsméausen wurden zweimal im Abstand von 4 Wochen 100 ug Plasmid-DNA
in die zu Beginn der Immunisierung mit Cardiotoxin vorbehandelten Hinterbeine i. m.
appliziert. Nach weiteren 4 Wochen wurde das Blut entnommen, das Serum gewonnen
und der HPV-16 VLP-spezifische Antikdrpertiter im ELISA-Verfahren bestimmt.
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Wihrend keine der mit dem Kontrollplasmid immunisierten Maduse VLP-spezifische Anti-
korper entwickelte (Abb. 3.10 und Tabelle 2), wurden nach Immunisierung mit L1h in allen
Féllen hohe Titer gemessen (Abb. 3.11b und Tabelle 2). Im Gegensatz dazu entwickelte in der
mit pLlori immunisierten Gruppe nur eine Maus eine iiber den Hintergrund hinausgehende
Antikorperantwort (Abb. 3.11a, #5). Der Titer dieser Maus lag um etwa 2 Gréfenordnungen
niedriger als der Durchschnitt der L1h-Gruppe (Tabelle 2).

Die Experimente zeigten, dass die humorale Immunantwort gegen HPV-16 Kapside durch die
Kodonoptimierung des L1-Leserahmens um ein Vielfaches gesteigert werden kann und liefert
dadurch Hinweise, dass die L1-Expression nicht nur in vitro, sondern auch in vivo - zumindest

in der Maus - verstiarkt wird.

0,5

0,4

0,3 A

0,2

Extinktion 405 nm

0,1

0,0

-0,1

1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280

Serumverdlinnung

Abb. 3.10: Kontrollexperiment zur Induktion einer kapsidspezifischen
Antikérper-Antwort.

Gezeigt sind die Signale der Seren der Kontrollgruppe im VLP-spezifischen
ELISA. Die Kontrollgruppe bestand aus vier mit dem Kontrollplasmid VP22-
E7 immunisierten M&usen (1-4) und einer nicht-immunisierten Maus (5).
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Abb. 3.11: Induktion von VLP-spezifischen Antikérpern durch DNA-Immunisierung.
Die Antikérpertiter wurden im HPV-16 VLP-spezifischen ELISA detektiert.

(a) Seren von 5 mit dem Expressionsplasmid pL1ori immunisierten Mausen

(b) Seren von 5 mit dem Expressionsplasmid pL1h immunisierten Mausen



3. Ergebnisse

Tabelle 2: Ergebnisse der DNA-Immunisierung mit pL1h

Konstrukt | Positive Mduse® | Antikorper-
/ immunisierte titer?
Mause (Mittelwert)
Kontrolle 0/5 -
L 1ori 1/5 1:80

L1h

10/10

1:7100

# positive Miuse im VLP-spezifischen ELISA-Verfahren

> Mittelwert der Titer positiver Miuse

76
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3.2. Prophylaktische und ther apeutische | mmunisierung gegen HPV-16

Die hohe Expression des ,humanisierten L1-Leserahmens und die damit verbundene
erfolgreiche Anwendung als DNA-Vakzin boten die Erweiterung des bisher rein pro-
phylaktischen, d. h. auf die Erzeugung von HPV-16 kapsidspezifischen Antikdrpern aus-
gerichteten Immunisierungskonzeptes an. Die Idee war, das Hauptkapsidprotein L1 mit Teilen
des fiir die Zelltransformation mitverantwortlichen Proteins E7 zu verbinden und dadurch die
Moglichkeit zu er6ffnen, zusitzlich zur humoralen Immunantwort gegen HPV-16 Kapside
auch eine zelluldre Immunantwort gegen E7-Epitope zu erzeugen (Abb. 3.12). E7 ist ein
attraktives Ziel fiir diese therapeutische Immunisierung, weil es als virales Tumorantigen
betrachtet wird, das in Tumorgeweben von Papillomvirus-assoziierten Krebsarten exprimiert
wird (zur Hausen, 2002). Durch Erzeugung von E7-spezifischen zytotoxischen T-Zellen
konnte also vor der Entstehung papillomvirus-assoziierter Tumore geschiitzt werden und
dariiber hinaus konnten bereits vorhandene papillomvirus-assoziierte Tumore therapiert

werden.

oder & o
Kapsomere — neutralisierende
virusartige Partikel Antikorper
L1 E7

Ziele :

1. Schutz gegen HP\A16 Infektionen zytotoxische T-Zellen
2. Eliminierung von infizierten und

transformierten Zellen Tumorprotektion und

Tumorherausforderung

Abb. 3.12: Konzept und Ziele der prophylaktischen und therapeutischen Immunisierung.
Das Hauptstrukturgen L1 und das virale Tumorantigen E7 sollen fusioniert und als DNA-
Vakzin exprimiert werden. Die Ziele dieser Strategie sind der Schutz gegen HPV-16
Infektionen durch Induktion von neutralisierenden Antikérpern und die Eliminierung von
infizierten und transformierten Zellen durch E7-spezifische zytotoxische T-Zellen.

Die DNA-Immunisierung liefert fiir das prophylaktische und therapeutische Konzept die
notigen experimentellen Bedingungen, weil bekannt ist, dass sie MHC-I beschriankte CD8+

T-Zellantworten erzeugen kann (Gurunathan et al., 2000).
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3.2.1. Konstruktion des L 1h/E7-Fusionsgens

Fiir den E7-Anteil wurden die ersten 60 Aminosduren ausgewdhlt. Dieser Bereich schlie3t das
fiir C57/B16-Miuse bekannte H—2Db—T—Zell—Epitop (Feltkamp et al., 1993) ein (Abb. 3.13a).
Auf der anderen Seite sind im E7;.¢p die beiden Zink-Finger-Motive (Cys58, 61 und Cys91,
94, Abb. 3.13a) (siehe Kapitel 1.1.5.) unterbrochen, beziehungsweise deletiert. Dadurch wird
das Transformationspotential von E7 signifikant verringert (Edmonds und Vousden, 1989).

Basis fiir das L1h/E7-Fusionsgen war der ,humanisierte LIl-Leserahmen Llh. Die
kodonverinderte Sequenz wurde durch eine NSII-Schnittstelle hinter der Aminosiure 473 der
L1-Primirsequenz (Abb 3.13b) erginzt. Diese Ergidnzung (Abb 3.14, pBS-L1hNsil) wurde
hergestellt, indem in der PCR zur Herstellung des kodonveridnderten Leserahmens (siehe
Kapitel 2.5.9. und 3.1.1.) die beiden diesen Bereich abdeckenden Oligonukleotide gegen zwei
modifizierte Oligonukleotide (Nr. 24Nsil und 25Nsil; siehe Kapitel 2.1.2.) ausgetauscht

wurden.
a 60
1 ! %
58 Oyst 91 Cys
49 57

ZTL-Epitop
C57/Bl6 Maus

b Nsil

14 60
473 | 505
— s ] ==

: A32

--GRKFLLQAGLKAKPKFTLGKRKATPTTSSTSTTAKRKKRKIL

Abb. 3.13: Aufbau des L1h/E7-Fusionsgens.

(a) E7-Anteil aus den Aminosauren 1-60

(b) Fusionsgen aus dem C-terminal trunkierten L1 und dem E7-Anteil
Die Position der C-terminalen Verklirzung um 32 Aminosauren ist durch
einen Pfeil gekennzeichnet. Das Kernwanderungssignal von HPV-16 L1
(Zhou et al., 1991b) ist im Ausschnitt der Primarsequenz eingerahmt.
Abbildung nach Miller et al., 1997.

Die Erkennungssequenz von NsII ldsst sich in die ersten zwei Aminosduren von HPV-16 E7,

Methionin und Histidin, iibersetzen und bietet deshalb die Moglichkeit fiir einen ,,nahtlosen*
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Ubergang zwischen L1 und E7. Das L1h/E7-Fusionsgen liess sich nun aus dem Xbal/Nsil-
Fragment aus pBS-L1hNsil und einem E71g0-Fragment zusammensetzen und in das
Expressionsplasmid pUF3 iiberfiihren (gemédfl Abb. 3.2). Das resultierende Expressions-
plasmid wird im folgenden als pL1h/E7 bezeichnet.

pBS-L1hNs|

Nsil Hilndl I
@ H.

E7 1-60

N

Nsil. Hindll|

Ligation

O

pBS-L1WE7

Abb. 3.14: Klonierungsstrategie zur Herstellung des L1h/E7-Fusionsgens.

In der L1h-Sequenz wurde an die Position der geplanten Deletion durch Variation der
PCR-Synthese eine Nsil-Schnittstelle eingefligt. Das E7,.¢-Fragment konnte in diese
Schnittstelle Uberfiihrt werden, weil die ersten beiden Aminosauren von E7 durch das
Erkennungsmotiv von Nsil kodiert werden. Die weitere Umklonierung in den Expressions-
vektor pUF3 erfolgte gemaB Abb. 3.2..

Das L1 ist damit am C-Terminus um 32 Aminosiduren deletiert (Abb. 3.13b). Diese Deletion
sollte die Moglichkeit eroffnen, dass das Fusionsprotein einen moglichst groen E7-Anteil
toleriert, ohne die Fahigkeit zu verlieren, virusartige Partikel zu bilden. In fritheren Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass dieses Genprodukt nach Expression in Insektenzellen durch ein
Bakulovirussystem prinzipiell die Fihigkeit besitzt, sich zu - in diesem Fall chimiren -

virusartigen Partikeln zusammenzulagern (Miiller et al., 1997).

3.2.2. LYE7-Expression und L okalisation nach transienter Transfektion

Die Expression des Fusionsgens in undifferenzierten Sdugerzellen wurde durch transiente
Transfektion von verschiedenen Zelllinien (293T, HeLa, 911) im Immunblot-Verfahren und

durch indirekte Immunfluoreszenz untersucht.
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Abb. 3.15: Proteinexpression des L1h/E7 Fusionsgens.

(a) Immunblot-Analyse von Zellextrakten aus 293T-Zellen, die mit pL1h und pL1h/E7 transient
transfiziert wurden. Als Kontrolle diente der Extrakt von untransfizierten 293T-Zellen. (b und c)
Zellulare Lokalisation von L1 (b) und dem L1/E7-Fusionsprotein (c) in transient transfizierten
Hela-Zellen. Beide Analysen wurden mit dem HPV-16 L1-spezifischen Antikérper CamVir-1
durchgefihrt.

Die Immunblot-Analyse mit dem L1-spezifischen Antikorper CamVir-1 zeigte, dass das
Fusionsgen vergleichbar stark wie L1lh exprimiert wird (Abb 3.15a). Die GroBle des
nachgewiesenen Genproduktes wies darauf hin, dass das Fusionsprotein korrekt translatiert
wird. In der indirekten Immunfluoreszenz von transient transfizierten Zellen war zu
beobachten, dass das Fusionsprotein im Gegensatz zum L1 (Abb 3.15b) hauptsédchlich
zytosolisch verteilt ist (Abb. 3.15¢). Das Ausbleiben der Kernwanderung ldsst sich moglicher-
weise durch die C-terminale Deletion des L1 im Fusionsgen erkldren, durch die das dort
lokalisierte Kernwanderungssignal KRKKRK (Zhou et al., 1991b) verloren geht (Abb. 3.13b,

eingerahmte Aminosduresequenz).



3. Ergebnisse 81

Besonders interessant war die Frage, ob sich das L1/E7-Fusionsprotein nach Uberexpression
vergleichbar mit L1 intrazellulir zu — in diesem Fall chimiren - virusartigen Partikeln
zusammenlagert. Die ausfiihrliche elektronenmikroskopische Suche in ultradiinnen Schnitten
von transient transfizierten Zellen lieferte allerdings weder im Kern noch im Zytosol

Hinweise auf kapsidartige Strukturen (Daten nicht gezeigt).

3.2.3. Kernlokalisation des L 1/E7-Fusionsproteins

Die Experimente aus 3.2.2. hatten gezeigt, dass das L1/E7-Fusionsprotein im Gegensatz zu
L1 nicht im Zellkern akkumuliert und keine virusartigen Partikel bildet. Das fiihrte zu der
Hypothese, dass die Bildung von virusartigen Partikeln aus dem L1/E7-Fusionsprotein in

humanen Zellen von der Kernlokalisation des Proteins abhingt.

L1IWE7-NLS

1 60
. N = g
473
— L1AC 1-473 NLS |
ATG
PKKKRKV
(SV 40 TNLS)

(NLS = Kernwanderungssignal)

Abb. 3.16: Aufbau des L1/E7-Fusionsproteins (L1h/E7-NLS) mit Kernlokalisationssignal.
Das Fusionsprotein (s. Abb. 3.13b) wurde zwischen dem L1- und E7-Anteil durch das Kern-
wanderungssignal von SV 40 T (Kalderon et al., 1984), einer Abfolge von basischen Amino-
sauren, erganzt.

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde das Fusionsgen zwischen dem L1- und E7-Anteil
mit dem Kernwanderungssignal (NLS) vom gro3en T-Antigen aus SV 40 ergénzt (Abb. 3.16)
(Plasmid zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr. Martin Miiller (DKFZ)). Dieses Kern-
wanderungssignal besteht aus insgesamt 7 Aminosduren, von denen 5 eine basische Seiten-
kette haben (Kalderon et al., 1984). Dieses Konstrukt wurde pL1h/E7-NLS genannt. Es hat
ebenfalls das Expressionsplasmid pUF3 als Basis.
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3.2.4. Expression und Lokalisation

Die Expression des Fusionsproteins mit und ohne Kernwanderungssigna wurde nach

transienter Transfektion von 293T- und Hel a-Zellen durch Immunblot-Analyse und indirekte

Immunfluoreszenz tiberpriift.

0 i
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Abb. 3.17: Proteinexpression der L1h/E7-Fusionsgene.

(a) Immunblot-Analyse von Zellextrakten aus 293T-Zellen, die mit pL1h, pL1h/E7 und pL1h/E7-
NLS transient transfiziert wurden. Als Kontrolle diente der Extrakt untransfizierter 293T-Zellen.

(b und c) Zellulére Lokalisation des L1/E7-Fusionsproteins mit (c) und ohne (b) Kernlokalisations-
signal in transient transfizierten Hela-Zellen. Beide Analysen wurden mit dem HPV-16
L1-spezifischen Antikdrper CamVir-1 durchgefihrt.

Die Experimente zeigten, dass das leicht vergroBerte Fusionsprotein mit Kernwanderungs-
signal (L1h/E7-NLS) vergleichbar stark wie das unmodifizierte Fusionsprotein (L1h/E7)

exprimiert wird (Abb 3.17). Das modifizierte Fusionsprotein lokalisierte im Gegensatz zum
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unmodifizierten Fusionsprotein wie angestrebt im Zellkern (Abb 3.17¢). Damit konnte gezeigt
werden, dass das zusétzlich eingefiigte fremde Kernwanderungssignal funktionstiichtig ist.
Nach Expression der beiden Fusionsproteine in HeLa-Zellen wurde im Immunblot-Verfahren
mit dem L1-spezifischen Antikorper CamVir-1 eine Doppelbande beobachtet (Abb. 3.18a).
Die Tatsache, dass nur das obere Signal dieser Doppelbande durch einen E7-spezifischen
Antikorper (Hybridom II, Martin Miiller (DKFZ)) nachweisbar war (Abb. 3.18b), liefert
Hinweise, dass das Fusionsprotein im E7-Anteil zumindest in bestimmten Zelltypen anfillig
fiir proteolytischen Abbau ist, wenn man davon ausgeht, dass die untere Bande ein verkiirztes
Genprodukt ist, in dem das Epitop des E7-spezifischen Antikorpers verloren gegangen ist

(Abb. 3.18c¢).
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Abb. 3.18: Expression der Fusionsproteine in HeLa-Zellen.

Immunblot-Analyse von Zellextrakten aus HelLa-Zellen, die mit pL1h, pL1h/E7 und
pL1h/E7-NLS transient transfiziert wurden. Die beiden Analysen (a und b) wurden mit
denselben Extrakten durchgefihrt.

(a) Nachweis mit dem L1-spezifischen Antikérper CamVir-1

(b) Nachweis mit einem E7-spezifischen Antikdrper (Hybridom II)

(c) Vorschlag fur die Degradation des Fusionsproteins.

Es kann angenommen werden, dass der E7-Anteil bis zur Aminosaure X proteolytisch
gespalten wird. Dadurch geht méglicherweise das Epitop des aE7-Antikérpers
zwischen Aminos&ure X und 60 verloren.
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Dieses Ergebnis bestitigt die in der Literatur beschriebene Beobachtung, dass E7 nach
Veridnderung der Zink-Finger-Motive an Stabilitdt verliert (Phelps et al., 1992; Shi et al.,
1999).

Um der Frage nachzugehen, ob die Kernwanderung des Fusionsprotein einen Einfluss auf die
Bildung von virusartigen Partikeln hat, wurden ultradiinne Schnitte von transient
transfizierten Zellen (293T, HelLa und 911) elektronenmikroskopisch untersucht. Es fanden
sich jedoch keine Hinweise auf kapsidartige Strukturen in Situ (Daten nicht gezeigt). Um eine
ausreichende Transfektionseffizienz sicherzustellen, wurde parallel zur Elektronen-
mikroskopie die Expression in einem Teil der transfizierten Zellkultur durch indirekte

Immunfluoreszenz tiberpriift.
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3.2.5. Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse der Fusionsproteine

Nach Expression der Fusionsgene konnten in der Elektronenmikroskopie keine virusartigen
Partikel in situ beobachtet werden (siehe 3.2.3 und 3.2.4). Da jedoch die Ausbildung von
virusartigen Strukturen — Kapsomeren oder leeren Virushiillen — vermutlich eine
Voraussetzung zur Induktion neutralisierender Antikorper (prophylaktische Immunisierung)
ist, wurden die Zusammenlagerungsprodukte der exprimierten Fusionsproteine genauer

untersucht. Es bot sich an, die Fusionsproteine in einer Sedimentationsgeschwindigkeits-

analyse in einem Saccharose-Gradienten zu charakterisieren.

SD/SA
‘m—/\—{ L1h/E7FusionsgeneoderL:th pA l—

1 Transfektion

Extraktion (Ultraschdl oder Frier-Tau-Lyse)
und nledertourlge Zentrifugation

1

l
Ve U

2

|

50 %

Fraktionierung
5%
230000 g, 3h
Saccharose
,Capture"-ELISA |

20

-9
\

Western-Blot

Abb. 3.19: Durchfiihrung der Sedimentationsanalyse zur Charakterisierung der Komplexbildungs-

eigenschaften der L1/E7-Fusionsproteine.

Die Extrakte transfizierter Zellen wurden entweder durch Ultrabeschallung oder durch Frier-Tau-
Lyse gewonnen. Nach einer niedertourigen Zentrifugation wurde der Uberstand des Extraktes auf

einen Saccharose-Gradienten geladen und fiir 3 h einem Schwerefeld von ca. 230000 g
ausgesetzt. AnschlieBend wurden die Gradientenfraktionen im ,capture-ELISA, durch

Elektronenmikroskopie und im Immunblot-Verfahren untersucht. ELMI, Elektronenmikroskopie;

ELISA, ,enzyme-linked immunosorbent assay*; pA, polyA-Signal; pCMV, ,immediate early*-

Promotor von Cytomegalievirus.

Die Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse erlaubt es, zwischen Kapsomeren, virusartigen
Partikeln und moglichen Kapsidbildungsneben- oder zwischenprodukten zu unterscheiden,

weil diese Strukturen unterschiedliche Sedimentationseigenschaften haben. Das Sedimen-
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tationsverhalten von Makromolekiilen hédngt von GroBe, relativer Masse und Form des
Makromolekiils ab und ergibt einen charakteristischen Sedimentationskoeffizienten.

Abb. 3.19 zeigt eine Ubersicht der durchgefiihrten Sedimentationsgeschwindigkeitsanalysen.
Genauere Angaben zur Methodik finden sich im Kapitel 2.4.9.

3.2.5.1. Voruntersuchungen zur Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse

3.2.5.1.1. Positivkontrollen fiir virusartige Partikel und Kapsomere

Um gesicherte Aussagen iiber die Komplexbildungseigenschaften der Fusionsproteine treffen
zu konnen, wurden zunichst zur Standardisierung einige Kontrollexperimente mit gereinigten
virusartigen Partikeln (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von B. Aengenydt (DKFZ,
Heidelberg) durchgefiihrt.

36 ug dieser Partikelpridparation wurden gegen PBS dialysiert. Dann wurde der Ansatz
aufgeteilt und beide Hilften einer Sedimentationsanalyse unterzogen. Zuvor wurde jedoch
eine der Hilften mit 100 mM DTT und 1 mM EDTA versetzt und ii. N. bei 4 °C inkubiert.
DTT reduziert die interkapsomeren Disulfid-Briicken (Sapp et al., 1995; Paintsil et al., 1998)
und bewirkt dadurch den Zerfall der Partikel in Kapsomere. Abb. 3.20 zeigt das
Sedimentationsverhalten von virusartigen Partikeln (VLP) und reduzierten virusartigen
Partikeln. Aliquots der Gradientenfraktionen wurden in einem ,,capture“-ELISA mit einem
konformationsspezischen Antikorper, der HPV-16 Kapside und Kapsomere nachweisen kann
(Miiller €t al., 1997), untersucht.

Die Vorexperimente zeigten, dass gereinigte virusartige Partikel von HPV-16 einen
Sedimentationskoeffizienten von ungefidhr 120 - 140 S haben. Die Reduktion von virusartigen
Partikeln ~ bewirkt  hauptsdchlich den  Zerfall in  Kapsomere mit einem
Sedimentationskoeffizienten von 11 — 20 S. Ein Teil des Materials verbleibt allerdings in
groferen Komplexen mit Sedimentationskoeffizienten zwischen 40 und 70 S.

Die Vorexperimente bestitigten die in der Literatur angegebenen Sedimentationskoeffizienten
papillomvirusartiger Partikel von 150 S fir HPV-11 (McCarthy et al., 1998) und 140 S fiir
COPYV (Yuan €t al., 2001) sowie von Kapsomeren (fiir COPV-Kapsomere 11-14 S; Yuan et
al., 2001).
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Abb. 3.20: Virusartige Partikel (VLPs) und Kapsomere in der Sedimentationsanalyse.

18 pg VLPs oder reduzierte VLPs wurden auf einen Saccharose-Gradienten geladen und 3 h
bei 230000 g zentrifugiert. Aliquots der Gradientenfraktionen wurden im ,capture”-ELISA mit
dem konformationsspezifischen HPV-16 L1-Antikdrper 1.3 analysiert. Als Sedimentations-
marker dienten Katalase (11 S), Thyroglobulin (20 S) und leere Kapside des adenoasso-
ziierten Virus 2 (60 S, Wistuba et al., 1995). Die angebenen Sedimentationskoeffizienten fir
VLPs und Kapsomere stammen aus der Literatur (siehe Text).

3.2.5.1.2. Extraktionsbedingungen

Die geeignete Zellextraktion musste zwei wichtige Bedingungen erfiillen:

Erstens muss ein moglichst groBer Anteil des in der Zelle vorliegenden Fusionsproteins durch
die Extraktion in Losung gehen, um nicht bei der niedertourigen Zentrifugation vor der
Beladung des Gradienten verlorenzugehen (Abb. 3.19). Zweitens muss sichergestellt werden,
dass die Extraktion intakte Strukturen, vor allem Kapside und Kapsomere, freisetzt.

Um diese Bedingungen zu erfiillen, mussten verschiedene Extraktionsbedingungen getestet

werden. Ultrabeschallung stellte sicher, dass ein groBer Teil des Proteins untersucht werden
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konnte. Dabel musste aber akzeptiert werden, dass virusartige Partikel durch die Beschallung
in ihrem Sedimentationsverhalten veridndert wurden. Abb. 3.21 und 3.22 zeigen die Einfliisse
der Beschallung auf die virusartigen Partikel in der Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse

und in der elektronenmikroskopischen Analyse.
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Abb. 3.21: Einfluss von Ultraschall auf die Stabilitat von virusartigen Partikeln (VLPs).
6 ug VLPs wurden unhandelt (2) und nach Ultraschall-Behandlung (3 x 10 St6Be,
Stufe 3 (Branson Sonifier 250)) (b) auf einen Saccharose-Gradienten geladen und
einem Schwerefeld von 230000 g fir 3 h ausgesetzt. Aliquots der Gradientenfraktionen
wurden im ,capture®-ELISA mit dem konformationsspezifischen Antikérper 1.3
analysiert. Als Sedimentationsmarker fir 60 S dienten leere Kapside des adeno-
assoziierten Virus 2 (Wistuba et al., 1995).
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Mittels elektronenmikroskopischer Analyse lie8 sich beobachten, dass die Anzahl intakter
Partikel nach Beschallung abnimmt (Abb. 3.22). Die Sedimentationsanalyse zeigte
ausserdem, dass die Partikel in Aggregate mit einem Sedimentationskoeffizienten von ca. 60 -

70 S zerfallen (Abb 3.21).
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Abb. 3.22: Zerfall von VLPs durch Ultraschall-Behandlung.

Je 3 ug VLPs wurden dialysiert, in 300 ul PBS aufgenommen und unbehandelt
(links) bzw. nach Beschallung (3 x 10 StéBe, Stufe 5, Branson Sonifier 250) (rechts)
in der Elektronenmikroskopie untersucht.

Der Zerfall der virusartigen Partikel durch Ultrabeschallung stellt ein unerwiinschtes
technisches Artefakt dar, denn das vorrangige Ziel war, moglicherweise vorhandene
virusartige Partikel bestehend aus den Fusionsproteinen nachzuweisen. Aus diesem Grund
wurde alternativ eine schonendere Frier/Tau-Lyse mit anschlieBendem Benzonase-Verdau am
Beispiel von iiberexprimiertem L1 durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Extraktionsmethode die virusartigen Partikel intakt ldsst (Abb. 3.23). Die Untersuchung der
Gradientenfraktionen von Extrakten aus L1-liberexprimierenden Zellen lieferte im ,,capture®-
ELISA drei charakteristische Signale. Das erste Signal tauchte bei 11 - 20 S auf und kann
moglicherweise auf die in diesem Bereich sedimentierenden Kapsomere (Abb. 3.23, griin
markiert; siche zum Vergleich Abb. 3.20) zuriickgefiihrt werden. Ein zweites Signal wurde
bei 40 - 50 S beobachtet (Abb. 3.23, rot markiert). Das dort sedimentierende Material hat
verglichen mit der Positivkontrolle eindeutig Sedimentationseigenschaften, die von
virusartigen Partikeln abweichen. Es kann angenommen werden, dass es sich um

Kapsidbildungsnebenprodukte oder —intermediate handelt. Ein weiteres charakteristisches
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Signal (Abb. 3.23, blau markiert) hat dhnliche Sedimentationseigenschaften wie gereinigte
virusartige Partikel (Abb. 3.20). Die elektronenmikroskopische Untersuchung eines Aliquots
der ,,Peakfraktion lieferte eindeutige Hinweise auf intakte virusartige Partikel (Abb. 3.23a,
blaues Kistchen). Die Proteinverteilung wurde durch Immunblot-Analyse der Gradienten-

fraktionen mit einem L1-spezifischen Antikorper bestitigt (Abb. 3.23b).
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Abb. 3.23: Sedimentationsanalyse von Uberexprimiertem HPV-16 L1.

Ein durch Frier/Tau-Lyse und anschlieBendem Benzonase-Verdau gewonnener Zell-

extrakt von 293T-Zellen, die mit pL1h transfiziert wurden, wurde gem&f Abb. 3.19 in der
Sedimentationsanalyse untersucht. Als Sedimenationsmarker dienten Katalase (11 S), Thyro-
globulin (20 S) und leere Kapside des adenoassoziierten Virus 2 (60 S, Wistuba et al., 1995).
(oben) ,capture“-ELISA mit dem konformationsspezifischen Antikérper 1.3

(unten) Immunblot-Analyse derselben Gradientenfraktionen mit dem L1-spezifischen
Antikérper CamVir-1

Der Anteil des durch die beiden Extraktionsmethoden freigesetzten Proteins wurde fiir L1 und
die Fusionsproteine untersucht. Dazu wurde jeweils ein vergleichbares Aliquot des durch
Zentrifugation geklarten Extraktes (7800 g, 10 min) und dessen Sedimentes denaturiert und

im Immunblot-Verfahren untersucht. Dieser Vergleich zeigte, dass die Ultrabeschallung die
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iiberexprimierten Proteine zu ca. 50 % freisetzt (Abb. 3.24a). Die Frier/Tau-Lyse setzte
jedoch nur L1 zu ca. 50 % frei, wihrend in diesem Fall die beiden Fusionsproteine

groBtenteils im Sediment des Extraktes verblieben (Abb. 3.24b).
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Abb. 3.24: Proteinausbeuten der verwendeten Extraktionsmethoden.

Transient transfizierte 293T-Zellen wurden durch Ultraschall (a) oder Frier/Tau-Lyse
mit anschlieBendem Benzonase-Verdau (b) aufgeschlossen. Aliquots der Extrakte (E)
und Sedimente der Rohextrakte (S) wurden durch Immunblot-Analyse mit dem
L1-spezifischen Antikérper CamVir-1 untersucht.

3.2.5.2. Die Fusionsproteinein der Sedimentationsgeschwindigkeitsanalyse

Die Erkenntnisse aus den Voruntersuchungen fiihrten zu der Strategie, die Fusionsproteine
sowohl durch Ultrabeschallung als auch durch Frier/Tau-Lyse zu extrahieren.

Die Experimente mit dem unmodifizierten Fusionsprotein lieferten keine Hinweise auf
chimére virusartige Partikel. Dagegen wurde nach Ultrabeschallung ein Signal bei 11 - 20 S
beobachtet, das auf Kapsomere hindeutet (Abb. 3.25a, griin markiert). Daneben wurde in der
Immunblot-Analyse ausserdem komplex-aggregiertes Material mit einem Sedimentations-
koeffizienten > 60 S detektiert (Abb. 3.25a und b, rot markiert). Dieses Material wird also nur
von dem Antikorper CamVir-1, der ein lineares L1-Epitop erkennt, detektiert, nicht aber von
dem konformationsspezifischen Antikorper 1.3 im ,,capture*“-ELISA.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung dieser Fraktion lieferte ausserdem keine
Hinweise auf kapsidartige Strukturen (Daten nicht gezeigt). Es wurden in diesen Fraktionen

lediglich 20 - 40 nm groBBe Aggregate beobachtet.
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Abb. 3.25: Sedimentationsanalyse des L1h/E7-Fusionsproteins.

Transient transfizierte 293T-Zellen wurden gemaRB Abb. 3.19 untersucht. Die
Zellen wurden durch Ultraschall (a) und Frier/Tau-Lyse (b) aufgeschlossen. Als
Sedimentationsmarker dienten Katalase (11 S), Thyroglobulin (20 S) und leere
Kapside des adenoassoziierten Virus 2 (60 S, Wistuba et al., 1995).

Es wurde Hinweise auf Kapsomere (griin markiert) und auf Aggregate,

die durch konformationsspezifische Antikdrper nicht nachgewiesen werden

(rot markiert), gefunden.

Brechunasindex

Brechunasindex
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Die Kernlokalisation des Fusionsproteins beeinflusst dagegen offensichtlich das Komplex-

bildungsverhalten des Proteins. Nach Expression des kernlokalisierten Fusionsproteins



3. Ergebnisse 93

konnten sowohl nach Extraktion durch Ultraschallbehandlung als auch durch Frier/Tau-Lyse
im ,,capture“-ELISA zwei charakteristische Signale beobachtet werden (Abb. 3.26a und b).
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Abb. 3.26: Sedimentationsanalyse des kernlokalisierten L1h/E7-Fusionsproteins.
Transient transfizierte 293T-Zellen wurden geman Abb. 3.19 untersucht. Die
Zellen wurden durch Ultraschall (a) und Frier/Tau-Lyse (b) aufgeschlossen. Als
Sedimentationsmarker dienten Katalase (11 S), Thyroglobulin (20 S) und leere
Kapside des adenoassoziierten Virus 2 (60 S, Wistuba et al., 1995).

Es wurden Hinweise auf Kapsomere (grin markiert), auf zuséatzliche Aggregate
(rot markiert) und auf mégliche Kapsidbildungsintermediate oder —nebenprodukte
(blau markiert) gefunden.
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Das erste Signal liegt zwischen 11 S und 20 S und liefert damit Hinweise auf Kapsomere
(Abb. 3.26a und b, griin markiert). Das zweite Signal stammt von Komplexen mit einem
Sedimentationskoeffizienten von 40 - 50 S (Abb. 3.26a und b, blau markiert). Dieses Material
wird von dem konformationsspezifischen Antikorper erkannt. Es handelt sich moglicherweise
um Kapsidbildungsintermediate oder —nebenprodukte, die auch nach Uberexpression von L1
beobachtet wurden (Abb 3.23).

Es fillt auf, dass die Relation der beiden Signale abhingig von der Extraktionsmethode
abweicht. Nach Ultraschallbehandlung ist der Anteil des Signals bei 11 - 20 S in Relation zum
Signal bei 40 - 50 S groBer, wihrend sich nach Frier-Tau-Lyse ein umgekehrtes Bild ergibt.
Diese Beobachtung deutet auf eine selektive Freisetzbarkeit der unterschiedlichen Komplexe
vor allem durch die Frier-Tau-Lyse oder auf eine Beeinflussung der Komplexe durch
Ultraschall hin.

Die Immunblot-Analyse der Gradientenfraktionen bestitigte die im ELISA beobachteten
Verteilungen. Zusitzlich wurden hier nach Ultraschallbehandlung - wie schon beim
unmodifizierten Fusionsproteinaggregate > 60 S nachgewiesen (Abb. 3.26a, rot markiert), die
der konformationsspezifische Antikorper im ,,capture“-ELISA nicht erkannte.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Fraktionen lieferte keine Hinweise auf

kapsidartige Strukturen (Daten nicht gezeigt).

3.2.5.3. Einfluss des E7-Anteils auf das K apsidbildungsver halten

Der Einfluss des E7-Anteils auf das Kapsidbildungsverhalten sollte untersucht werden. Die
beobachteten Aggregate > 60 S (Abb. 3.25a und b, Abb. 3.26a, rot markiert) verdienten
weitere Beachtung. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass sie sich aufgrund des E7-Anteils
bilden. Es ist moglich, dass das Oligomerisierungspotential von E7 (Clements et al., 2000;
Glastetter, 1997) trotz der Verkiirzung zumindest noch teilweise vorhanden ist. Denkbar sind
daneben auch Wechselwirkungen zu zelluldren Proteinen (Smotkin und Wettstein, 1987;
Miinger €t al., 2001), die unter diesen Bedingungen zu grofen Aggregaten fiithren konnten.

Es wurde zum Vergleich ein Fusionsprotein untersucht, das einen auf die ersten 40
Aminosiduren reduzierten E7-Anteil enthélt (Abb. 3.27).

Der Aufbau des verkiirzten Fusionsproteins gleicht dem Aufbau des kernlokalisierten
Fusionsproteins (Abb. 3.16). Lediglich der E7-Anteil ist in diesem Fusionsprotein C-terminal
um 20 Aminosduren verkiirzt. Die Expression erfolgte wie bei den anderen Fusionsgenen mit

dem Expressionsplasmid pUF3 (Plasmid zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr. Martin Miiller
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(DKFZ)). Die Sedimentationsanalyse des verkiirzten Fusionsproteins zeigte, dass der Anteil
der Aggregate > 60 S im Vergleich zum unverkiirzten Fusionsprotein L1h/E7-NLS signifikant
abnimmt (Abb. 3.28, rote Markierung). Gleichzeitig nimmt der Anteil an Komplexen zu, die
im Bereich von Kapsomeren sedimentierten (Abb. 3.28, grilne Markierung). Untersuchungen

im ,,capture“-ELISA bestitigten diese Beobachtung (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.27: Aufbau des verkilrzten Fusionsproteins.

Das Genprodukt gleicht dem Konstrukt aus Abb. 3.16. Lediglich der E7-Anteil ist auf
die ersten 40 Aminosauren verkurzt. Das verklrzte L1h/E7 wurde ebenfalls mit dem
Expressionsplasmid pUF3 exprimiert.

Daraus lasst sich schlieBen, dass die Aminosduren 41-60 des E7-Anteils moglicherweise an
der Ausbildung der Aggregate beteiligt sind und dass die Abnahme von Kapsomeren mit der
Aggregatbildung korreliert. Die Aggregatbildung des Fusionsproteins konkurriert offenbar
mit der Ausbildung von bekannten immunogenen Strukturen.

Die gezielte Verhinderung der Aggregat-Bildung konnte deshalb die Immunogenitit der
Fusionsgene steigern. Mit dem Ziel, die Aggregatbildung der Fusionsproteine aufzukliren
und dann gegebenenfalls beeinflussen zu konnen, wurde untersucht, ob die Aggregate unter
reduzierenden Bedingungen aufgeldst werden konnen. Der Zellaufschluss wurde dazu in
Anwesenheit von 100 mM Dithiotreitol (DTT) durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass
in diesem Fall der Anteil an Aggregaten > 60 S signifikant abnimmt (Abb. 3.29). Es wurde
dabei sichergestellt, dass etwa gleiche Proteinmengen fiir die parallel durchgefiihrten
Sedimentationsanalysen eingesetzt wurden (Abb 3.29 rechts). Das bedeutet, dass die
Aggregate in Gegenwart eines reduzierenden Agens instabil werden. Es sind moglicherweise

also irregulédre Cystein-Briicken an der Aggregat-Bildung beteiligt.
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Abb. 3.28: Sedimentationsanalyse des verkirzten Fusionsproteins.

Transient transfizierte 293T-Zellen wurden durch Ultrabeschallung aufgeschlossen. Die
Zellextrakte wurden gemaB Abb. 3.19 in einer Sedimentationsanalyse untersucht. Aliquots
der Gradientenfraktionen wurden im Immunblot-Verfahren mit dem L1-spezifischen Anti-
kdrper CamVir-1 analysiert. Als Sedimentationsmarker fir 60 S dienten leere Kapside des
adenoassoziierten Virus 2 (Wistuba et al., 1995).
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Abb. 3.29 : Einfluss von DTT auf die Fusionsprotein-Aggregate.
Mit L1/E7 transient transfizierte 293T-Zellen wurden in An- und Abwesenheit von 100 mM

DTT durch Ultrabeschallung aufgeschlossen. Die Zellextrakte wurden einer Sedimentations-

96

analyse gemaB Abb. 3.19 unterzogen. Die Zuckerldsung des Gradienten enthielt ausserdem

10 mM DTT im Aliquots der Gradientenfraktionen wurden im Immunblot-Verfahren mit dem
L1-spezifischen Antikérper CamVir-1 untersucht.
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3.2.6. DNA-Immunisierung mit den L 1h/E7 Fusionsgenen

Das urspriingliche Ziel dieser Arbeit war, ein prophylaktisches und therapeutisches
Immunisierungsmittel gegen HPV-16 zu entwickeln. Es sollte getestet werden, ob sich eine
DNA-Immunisierung mit den Fusionsgenen eignet, dieses Ziel zu erreichen. Den
Versuchsmiusen wurden dazu zweimal innerhalb von 4 Wochen jeweils 50 pg Plasmid-DNA
der Expressionsplasmide fiir L1h/E7 (pL1h/E7) und L1h/E7-NLS (pL1h/E7-NLS) (siehe
Anhang) pro Hinterbeinmuskel appliziert (Abb. 3.30). Nach weiteren vier Wochen wurden
die Maiuse getotet. Das Blut wurde durch Herzpunktion entnommen, um im Serum die
kapsidspezifischen Antikorpertiter zu bestimmen. Ausserdem wurden die Milzen enthommen
und die Milzzellen vereinzelt. Die Milzzellkulturen wurden mit bestrahlten E7-
exprimierenden Zellen und Milzzellen unbehandelter Mause stimuliert. Diese stimulierten
Milzzellkulturen wurden dann auf Anwesenheit von E7-spezifischen zytotoxischen T-Zellen

(ZTL) getestet.

— VLPspezifischer
/ Antikorpertiter

Serum

N

@ L pL1VE7 — E7-spezifische
2. pLINVE7-NLS ]
3. pUF3 it zytotoxische
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Abb. 3.30: Tierexperimente zur prophylaktischen und therapeutischen Immunisierung.

Die Expressionsplasmide wurden zweimal im Abstand von 4 Wochen i. m. in die mit Cardio-
toxin vorbehandelten Hinterbeinmuskeln appliziert. Nach weiteren 4 Wochen wurden das
Blut zur Analyse der induzierten VLP-spezifischen Antikérper und die Milz zur Detektion E7-
spezifischer zytotoxischer T-Zellen entnommen.

3.2.6.1. Humorale Immunantwort

Die humorale Immunantwort wurde durch Quantifizierung der kapsidspezifischen
Antikorpertiter gemessen. Der Antikorpertiter wurde im ELISA-Verfahren detektiert. In

diesem Verfahren wird eine Mikrotiterplatte mit gereinigten virusartigen Partikeln



3. Ergebnisse 98

beschichtet. Die Blutseren werden dann in den Vertiefungen geeignet verdiinnt. Das
detektierte Farbstoffsignal ist abhingig von der Menge der an die VLPs gebundenen
Antikorper.
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Abb. 3.31: Induktion von L1-spezifischen Antikérpern durch DNA-Immunisierung
mit den Fusionsgenen.

Die Antikdrpertiter wurden im HPV-16 VLP-spezifischen ELISA detektiert.

(a) Seren von 5 mit pL1h/E7 immunisierten Mausen

(b) Seren von 5 mit pL1h/E7-NLS immunisierten Mausen



3. Ergebnisse 99

Wihrend keines der mit dem Expressionsplasmid pUF3 immunisierten Kontrolltiere VLP-
spezifische Antikorper entwickelte (Tab. 3), erreichte das ELISA-Signal bei einem von
insgesamt zehn Tieren (zwei Immunisierungen mit je 5 Tieren), die mit dem unmodifizierten
Fusionsgen (pL1h/E7) immunisiert wurden, Werte oberhalb des Hintergrundes. Abb. 3.31a
zeigt exemplarisch die ELISA-Signale der zweiten Immunisierung mit dem unmodifizierten
Fusionsgen.

Im Gegensatz dazu reagierten insgesamt drei von zehn mit pL1h/E7-NLS immunisierten Tiere
(ebenfalls zwei Immunisierungen mit je 5 Tieren) im VLP-ELISA (Tab. 3). Abb. 3.31b zeigt
exemplarisch die Gruppe von 5 Tieren der zweiten Immunisierung. Der mittlere VLP-
spezifische Antikorpertiter der positiven Tiere lag um ca. einen Faktor 50 hoher als im
einzigen positiven Fall nach Immunisierung mit dem unmodifizierten Fusionsgen (Tab. 3).
Die Experimente ergaben demnach, dass die Kernlokalisation des Fusionsproteins mit einer

Erhohung der humoralen Immunantwort gegen HPV-16 Kapside korreliert.

Tabelle 3: Humorale Immunantwort nach DNA-Immunisierung

Konstrukt positive Antikorper-

Méiuse? titer?
Kontrolle 0/5:0/5 -
pL1hWE7 0/5: 1/5 1:80

pLIWE7-NLS | 2/5:1/5 1: 4400

#im VLP-ELISA positive Miuse / Anzahl der Miuse pro Gruppe
® mittlerer Antikorpertiter im VLP-ELISA positiver Blutseren

3.2.6.2. Zellulire Immunantwort

HPV-16 E7 hat in zuriickliegenden Arbeiten in DNA-Immunisierungen bisher nur eine
schwache Immunogenitit gezeigt (Shi et al., 1999; Smahel et al., 1999; Michel et al., 2002a).
Erst die Fusion mit Proteinexportsignalen und die Erhohung der E7-Proteinkonzentration
(,,steady-state level”) fithrten zu starken E7-spezifischen T-Zellantworten nach DNA-
Immunisierung (Hung et al., 2001; Michel et al., 2002a). Ein L1/E7-Fusionsgen auf Basis des

originalen L1-Leserahmens war in der DNA-Immunisierung nur sehr schwach immunogen
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(Smahél et al., 2001). Die Hypothese war deshalb, dass die Kombination von E7-Anteilen mit
dem kodonverinderten L1-Leserahmen die Aktivierung von E7-spezifischen zytotoxischen T-
Zellen aus zwei Griinden entscheidend verbessert: Einerseits konnte mit diesem System eine
groBere Menge des Antigens bereitgestellt werden und andererseits konnten ausserdem
immunogene oder potentiell immunogene Komplexe, entstanden durch Komplexbildung des
Fusionsproteins (Kapitel 3.2.5.2.), die Immunogenitit steigern.

Die zellulire Immunantwort gegen E7 nach DNA-Immunisierung wurde mit zwei
verschiedenen Methoden gemessen (Abb. 3.32). Im ELISPOT-Verfahren wird ausgenutzt,
dass aktivierte zytotoxische T-Zellen das Zytokin IFNy sezernieren. Die T-Zellen werden auf
einer mit einem anti-IFNy-Antikorper beschichteten Membran kultiviert und mit dem H-2D"-
spezifischen E7-Peptid (Feltkamp et al., 1993) aktiviert. Als Kontrollen dienen unstimulierte
und durch ein Mitogen stimulierte Anteile der T-Zellkultur. Das freigesetzte, von dem
Antikorper gebundene IFNy wird in einer Farbstoffreaktion nachgewiesen, die punktartige
Verfirbungen auf der Membran hinterldsst. Die punktartigen Verfirbungen werden aus-

gezdhlt und gegen die Kontrollen quantifiziert.
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Chromfrei setzungstest
IFNy-ELISPOT g
. . — E7-spezifische Zielzell-Lyse
— E7-spezifische IFNy Sekretion

Abb. 3.32: Messung der zellularen Immunantwort.

Nach der Entnahme der Milz und der Vereinzelung der Milzzellen wurden die Milzzell-
kulturen zun&chst mit inaktivierten E7-exprimierenden Zellen und Milzzellen stimuliert.
Anteile der Milzzellkulturen wurden dann in der ELISPOT-Analyse und im Chromfrei-
setzungstest auf die Anwesenheit von E7-spezifischen zytotoxischen T-Zellen unter-
sucht. Wahrend die ELISPOT-Analyse lediglich die IFNy-Sekretion nach Antigen-
stimulation detektiert, wird im Chromfreisetzungstest die Lyse von antigenexprimier-
enden Zielzellen gemessen.
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Im Chromfreisetzungstest wird die spezifische Lyse von E7-exprimierenden Zielzellen
(RMA-E7) durch aktivierte zytotoxische T-Zellen gemessen. Die E7-exprimierenden Ziel-
zellen werden dazu mit radioaktivem >*Chrom beladen und zusammen mit den aktivierten T-
Zellen inkubiert. Die Freisetzung des radioaktiven Chroms aus apoptotischen Zielzellen
korreliert mit der antigen-spezifischen Aktivitit der zytotoxischen T-Zellen. Als Kontrolle
dienen Zielzellen, die kein E7 exprimieren (RMA).

Die ELISPOT-Analyse (Abb. 3.33; Tabelle 4) und der Chromfreisetzungstest (Abb. 3.34;
Tabelle 5) ergaben fiir beide Konstrukte nach DNA-Immunisierung eine E7-spezifische T-
Zellantwort, die allerdings nicht in allen Tieren einer Gruppe ausgelost wurde. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Konstrukten kann aus den Ergebnissen nicht
geschlossen werden. Das bedeutet, dass die Kernlokalisation des Fusionsproteins zwar die
humorale Immunantwort gegen Kapside verstdrkt, nicht aber zu einer Steigerung der
zelluldaren Immunantwort fiihrt. Es ist bemerkenswert, dass in der IFNy-ELISPOT-Analyse in
beiden Féllen mehr Tiere positiv waren als im Chromfreisetzungstest. Auf der anderen Seite
konnte gezeigt werden, dass auch das unmodifizierte Fusionsgen auf Basis des kodon-
verdanderten L1-Leserahmens in einer DNA-Immunisierung zu einer Induktion von E7-

spezifischen zytotoxischen T-Zellen fiihrt.
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Abb. 3.33: DNA-Immunisierung mit den Fusionsgenen: ELISPOT-Analyse.

Gezeigt sind die Ergebnisse der ELISPOT-Analyse von beispielhaften Tieren nach
Immunisierung mit pL1h/E7 (a) und mit pL1h/E7-NLS (b) sowie mit dem Kontrollplasmid
pUF3 (c). Tabelle 4 fasst die Gesamtergebnisse der Analyse zusammen. +, mitogen-
stimulierte T-Zellkultur; -, unstimulierte T-Zellkultur; E7-Peptid, E7-spezifisch stimulierte T-
Zellkultur
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Abb. 3.34: DNA-Immunisierung mit den Fusionsgenen: Chromfreisetzungstest.

Gezeigt sind die Ergebnisse des Chromfreisetzungstestes von beispielhaften Tieren nach
Immunisierung mit pL1h/E7 (a) und mit pL1h/E7-NLS (b) sowie mit dem Kontrollplasmid
pUF3 (c). RMA-E7, E7-exprimierende Zielzellen; RMA, Kontrollzellen.

Tabelle 5 fasst die Gesamtergebnisse der Analyse zusammen.

Ausserdem kann festgestellt werden, dass das Auftreten einer zelluliren Antwort nicht
notwendigerweise mit der Induktion von kapsidspezifischen Antikérpern Korrelierte.

Umgekehrt zeigten jedoch Individuen mit einer kapsidspezifischen humoralen Immunantwort

auch eine T-Zellantwort gegen E7.
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4. Diskussion

4.1. Expressionssteiger ung durch Kodonoptimierung

Die strikte Verkniipfung zwischen der Expression der sogenannten spiten
Papillomvirus-Gene (L1 und L2) und der terminalen epithelialen Differenzierung hat bisher
nicht nur die Erforschung der Proteinfunktionen im viralen Vermehrungszyklus der Papillom-
viren weitgehend verhindert, sondern auch die Verwendung des spiten Gens L1 in der DNA-
Immunisierung stark eingeschrinkt (Schreckenberger et al., 2000; Dupuy €t al., 1999; Smahel
et al., 2001; Rocha-Zavaleta et al., 2002).

Um diese Einschriankungen zu iiberwinden, wurde in der vorliegenden Arbeit zunichst
versucht, die HPV-16 L1-Expression zu steigern. Es wurden dazu zwei Leserahmen
konstruiert, in denen die Kodonbenutzung in Richtung von Kodons, die besonders haufig in
Sauger- bzw. Pflanzenzellen auftreten, verdndert wurde.

Ein erster Schritt, um die Expression der spiten Papillomvirus-Gene von der strikten
Regulation zu entkoppeln, wurde bereits von Zhou et al. fir BPV-1 L1 und L2 in einer
zuriickliegenden Arbeit getan, wobei sich in dieser Arbeit darauf konzentriert wurde, lediglich
Kodons, die in menschlichen Genen sehr selten vorkommen, auszutauschen (Zhou et al.,
1999). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression sich jedoch
noch weiter steigern ldsst. Interessanterweise lidsst sich das pflanzenmodifizierte L1-Gen
(L1p) ebenfalls in undifferenzierten Sdugerzellen in hoherem Malle exprimieren, obwohl es
zum Teil die von Zhou et al. postulierten limitierenden Kodons enthilt. Eine Erkldrung sind
mogliche Unterschiede zwischen der Regulation der BPV-1 und HPV-16 L1-Expression.
Ausserdem konnte es sein, dass nur bestimmte Positionen im Leserahmen die Translation
limitieren. Es wire interessant, diese moglichen kritischen Kodons aufzukldren, um die Ent-
regulierung der Kapsidgenexpression auf andere Papillomviren leichter iibertragen zu kdnnen.

Die Verwendung von seltenen Kodons ist ein moglicher Weg zur Regulierung der
Genexpression. Die Kodonbenutzung kann die heterologe Genexpression beeinflussen
(Smith, 1996). Veridnderungen der kodierenden Sequenzen in Richtung von im jeweiligen
Organismus hidufig vorkommenden Kodons begiinstigen eine Erhohung der Expression.
Expressionssteigerungen durch Anderungen der Kodonbenutzungen wurden fiir verschiedene
Gene in einigen zuriickliegenden Arbeiten erfolgreich durchgefiihrt (Haas et al., 1996;
Zolotukhin et al., 1996; Kim et al., 1997). Eine effiziente Expression, messbar durch die

Elongationsrate, korreliert mit der Verwendung selektiver Kodons in einem bestimmten
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Organismus (Holm, 1986). Es ist deshalb wahrscheinlich, dass sich ein wesentlicher Anteil
der in dieser Arbeit vorgestellten stark erhohten Proteinexpression auf die Verbesserung der
tRNA-Verfiigbarkeit durch Anpassung der Kodonverwendung zuriickfiihren ldsst. Moglich
sind daneben verdnderte Sekundirstrukturen der Transkripte, die effizienter translatiert
werden konnen.

Man geht heute aber ausserdem davon aus, dass die Expression der spiten
Papillomvirus-Gene nicht nur durch die Kodonbenutzung, sondern zusitzlich auf der post-
transkriptionellen Ebene durch sogenannte negativregulatorische RNA-Elemente (NRE) auf
differenzierte Keratinozyten beschrinkt wird. Es sind Hinweise auf negativregulatorische
Elemente sowohl in der untranslatierten 3’-Region (UTR) (Kennedy et al., 1990; Dietrich-
Goetz et al., 1997) als auch in der kodierenden Region (Tan et al., 1995; Schwartz, 1998;
Collier et al., 2002) gefunden wurden. Die negativregulatorischen Elemente regulieren die
Genexpression, indem sie moglicherweise den mRNA-Export oder die mRNA-Stabilitit
beeinflussen (Kennedy et al., 1991; Tan et al., 1995). Ausserdem ist bekannt, dass die
negativregulatorischen Elemente mit zelluldren Faktoren interagieren (Dietrich-Goetz €t al.,
1997; Koffa et al., 2000).

Der hohe Modifikationsgrad (78,8 % fiir L1h und 51,5 % fiir L1p) in den vorgestellten
kodonverinderten L1-Leserahmen fuhrt hochstwahrscheinlich dazu, dass samtliche bekannte
und unbekannte negativregulatorische Elemente inaktiviert werden. Es konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Leserahmenveridnderungen tatsédchlich auch die
posttranskriptionellen, translationsunabhingigen Regulationen kompensieren. Dazu wurden
bicistronische Konstrukte analysiert, die ,,stromabwirts* der verschiedenen L1-Gene eine
Expressionskassette fiir gfp enthielten. Das gfp-Gen wurde unter die Kontrolle einer internen
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) gestellt. In diesen Konstrukten sollte die Translation der L1-
Gene unabhingig von der GFP-Translation sein. Auf der anderen Seite sollten translations-
unabhingige Effekte der L1-Sequenzen wie der Einfluss auf den RNA-Export, die RNA-
Stabilitit und die RNA-Prozessierung auch die GFP-Expression beeinflussen, da sie aus
derselben mRNA hervorgeht. Der Vergleich zwischen dem ,humanisierten und dem
originalen L1-Leserahmen zeigte eine ca. sechs- bis siebenfache Steigerung der GFP-
Expression nach Verwendung des ,,humanisierten* Leserahmens. Das bedeutet, dass sich die
um mehrere Groflenordnungen verbesserte Proteinexpression des ,.,humanisierten L1-Lese-
rahmens nur zu einem kleinen Teil durch translationsunabhéngige Effekte erklaren lasst.

Daneben wurde beobachtet, dass die GFP-Expression signifikant gesenkt wird, wenn

der originale L1-Leserahmen in cis positioniert und mit einem Gen, das nicht aus HPV
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stammte, verglichen wurde. Diese Ergebnisse bestitigten die in fritheren Arbeiten vor-
geschlagenen Effekte von Llori auf mRNA-Stabilitit und mRNA-Transport (Kennedy et al.,
1991; Tan et al., 1995). Tan et al. hatten insbesondere gezeigt, dass die Anwesenheit der
kodierenden Sequenz von HPV-16 L1 den Gehalt der jeweiligen mRNA reduzierte (Tan et
al., 1995). Die Verwendung des pflanzenoptimierten L1-Leserahmens zeigte, dass auch die in
Llp vorgenommenen Sequenzveridnderungen die negativregulatorischen Effekte des
originalen Leserahmens neutralisierten.

Die Ergebnisse untermauern also, dass die umfangreichen Sequenzverianderungen vor
allem die Translation direkt verbessern. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
ausserdem bisher unbekannte negativregulatorische Sequenzen, die die Translation unab-
hingig von der tRNA-Verfiigbarkeit direkt beeinflussen, eliminiert wurden. Denkbar sind z.
B. Sequenzen, die eventuell durch Bindung von inhibitorischen Proteinen zu einer vorzeitigen
Termination der Translation fithren. Gegen diese Moglichkeit spricht allerdings, dass es
gelungen ist, HPV-16 bzw. BPV-1 L1 mit Hilfe von Vaccinia- und Semliki-Forest-Viren in
Saugerzellen zu exprimieren (Heino et al., 1995; Zhou et al., 1993). Beide Systeme
generieren ihre mRNAs direkt im Zytosol und umgehen damit den Kernexport. Die
geschilderte mogliche direkte Beeinflussung der Translation miisste dagegen auch in diesen
Fillen ablaufen, wobei bedacht werden muss, dass die Infektion mit Vaccinia- oder Semliki-
Forest-Viren moglicherweise zelluldre Faktoren beeinflusst.

Die gezielte Ausschaltung von negativregulatorischen Elementen und damit
verbunden die Entregulierung der HPV-16 L1-Expression wurde kiirzlich von Collier et al.
durch gezielte Veridnderung der DNA-Sequenz des 5’-Endes der kodierenden Region von

HPV-16 L1 bestitigt (Collier et al., 2002).

4.2. Intrazellulire VLP-Bildung

Rekombinante Expression von HPV-16 L1 mit Vacciniaviren, Bakuloviren oder Hefen
fiihrt zur Bildung von sogenannten virusartigen Partikeln, die aus 72 Kapsomeren mit je 5 L1-
Monomeren bestehen und die strukturell den nativen Virionen sehr dhnlich sind (Zhou et al.,
1991a; Kirnbauer et al., 1992; Hagensee et al., 1993; Rose et al., 1993; Sasagawa et al.,
1995).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die entregulierte und
gesteigerte HPV-16 L1 Expression durch den ,,humanisierten” Leserahmen in undifferen-

zierten menschlichen Zellen zur intrazelluldren Anhiufigung von virusartigen Partikeln fiihrt.
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Die virusartigen Partikel konnten durch Elektronenmikroskopie in situ und in der Sedimen-
tationsanalyse von Zellextrakten transfizierter Zellen nachgewiesen werden. Es wurden
Hinwelse gefunden, dass die virusartigen Partikel im Zellkern akkumulieren. Die Sedimen-
tationsanalyse lieferte neben den virusartigen Partikeln auch noch Hinweise auf frele Kapso-
mere und dariiber hinaus auf andere L1-Komplexe, deren Sedimentationseigenschaften darauf
hindeuten, dass diese kleiner als virusartige Partikel sind. Die Komplexe présentieren kapsid-
oder kapsomerspezifische konformative Epitope, was durch die Reaktion mit konformations-
spezifischen Antikorpern belegt wird. Es ist verlockend zu spekulieren, dass es sich bei diesen
Komplexen um bisher noch nicht beschriebene Kapsidbildungsintermediate handelt. Moglich
ist auch, dass es sich um Kapsidbildungsnebenprodukte handelt, die aufgrund der Uber-
expression des LI-Proteins artifiziell entstehen. Kapsidbildungsintermediate sind fiir
Papillomviren bisher nicht bekannt. Erste Hinweise, dass die Strukturpoteine das Potential
dazu haben, fanden Florin €t al., als sie beobachteten, dass eine zytosolisch lokalisierte L1-
Mutante, die keine Kapside bilden konnte, mit L2 im Zytosol komplexiert und in den Kern
wandert (Florin et al., 2002). Dagegen sind fiir die verwandten Polyomaviren schon frith
Kapsidbildungsintermediate beobachtet und charakterisiert worden (Yuen und Consigli,
1985).

Kapsidbildungsnebenprodukte sind in der Literatur als irregulédr kleine Kapside nach
Uberexpression von HPV-16 L1 beschrieben worden (Zhou et al., 1991a; Sasagawa et al.,
1995). Auch in situ wurden in der vorliegenden Arbeit Hinweise auf Kapsidbildungs-
alternativen gefunden. Es wurden kernlokalisierte tubuldre Strukturen in transfizierten 911-
Zellen beobachtet. In der Literatur sind dhnliche Kapsidbildungsalternativen nach Expression
von HPV-16-L1 mit Hilfe rekombinanter Bakuloviren in Insektenzellen (Kirnbauer et al.,
1993) und nach Koexpression von HPV-6-L1 und L2 in Hefen (Sasagawa et al., 1995)
beschrieben worden. Solche tubuliren Strukturen sind im iibrigen nicht nur nach Uber-
expression, sondern auch in frithen Arbeiten nach Reinigung von Papillomviren aus
infizierten Geweben beobachtet worden (Finch und Klug, 1965; Kiselev und Klug, 1969).

Die Resultate aus den Transfektionsexperimenten in vitro konnen als Fortschritt
betrachtet werden. Virusartige Partikel wurden in Siugerzellen bisher nur durch Uber-
expression der Strukturproteine mit Virussytemen, die ihre mRNAs im Zytosol generieren,
beobachtet (Zhou et al, 1991a; Hagensee et al., 1993; Heino et al., 1995). Auf der anderen
Seite haben sich virusartige Partikel als sehr immunogen erwiesen (Kirnbauer et al., 1992).

Tatsédchlich werden gegenwirtig virusartige Partikel als Vakzine entwickelt (Schiller, 1999;
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Schiller und Lowy, 2000). Eine erste klinische Erprobung von HPV-16 VLPs wurde kiirzlich
erfolgreich abgeschlossen (Koutsky et al., 2002).

Die in dieser Arbeit gezeigte Uberexpression kann in Zukunft also eine genauere
Betrachtung des Kapsidbildungsprozesses von HPV-16 ermdglichen und dariiber hinaus die
Viruspropagation und die Untersuchung der Proteinfunktionen im viralen Vermehrungs-
zyklusses erleichtern, zumal das Kodonoptimierungskonzept auf das zweite Strukturprotein
HPV-16 L2 erweitert werden konnte (Leder et al., 2001). Denkbar ist neben diesen
virologischen Fortschritten aber auch eine Verbesserung der VLP-Produktion zur Vakzin-

herstellung.

4.3. Protektive DNA-Immunisierung

Als Alternative zur relativ teuren VLP-basierten Vakzinierung, die kostenintensive
Produktions- und Reinigungsprotokolle benétigt, bietet sich eine simple DNA-Immunisierung
an. Die Immunisierung mit antigenkodierender Plasmid-DNA hat sich in zuriickliegenden
Arbeiten als effizienter Ansatz zur Erzeugung von protektiven Immunantworten gegen virale
(Chen et al., 1999), parasitire (Nielsen et al., 1999) und bakterielle (Fensterle et al., 1999)
Pathogene erwiesen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das kodonverdnderte,
,humanisierte” L1-Gen eine stark erhohte Immunogenitidt — verglichen mit dem originalen
L1-Gen - in vivo nach DNA-Immunisierung besitzt. Die Resultate zeigen, dass das
,humanisierte* L1-Gen hohe Titer von VLP-spezifischen Antikorpern erzeugt. Es ist wichtig
zu bemerken, dass die Basis des ELISA-Verfahrens zur Titerbestimmung HPV-16-virusartige
Partikel sind. Zuriickliegende Arbeiten haben gezeigt, dass virusartige Partikel erfolgreich als
Basis fiir ELISA-Verfahren zur Detektion typenspezifischer und kreuzreaktiver Antikorper
gegen humane Papillomviren in Seren von HPV-DNA positiven Patienten eingesetzt werden
konnen (Kirnbauer et al., 1994; Rose et al., 1994). Aufgrund der in fritheren Arbeiten
festgestellten morphologischen Ahnlichkeiten zwischen nativen Virionen und virusartigen
Partikeln (Hagensee et al., 1993; Kirnbauer €t al., 1992; Rose et al., 1993) kann von der VLP-
Spezifitit hochstwahrscheinlich auf eine Kapsidspezifitidt der Antikdrper geschlossen werden.
Ein geeigneter Test auf kapsidneutralisierende Antikorper stand aber aufgrund der oben
erwihnten Schwierigkeiten bei der Herstellung von Papillomvirusvirionen oder -

pseudovirionen nicht zur Verfiigung. Frithere Arbeiten haben jedoch gezeigt, dass die
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Immunantwort gegen virusartige Partikel zu typenspezifischen neutralisierenden Antikorpern
fiihrt (Roden et al., 1996).

Weiterhin konnte eine - wenn auch schwache — VLP-spezifische AntikOrperantwort
nach Verwendung des originalen L1-Gens detektiert werden. Diese Beobachtung legt nahe,
dass in vivo aber nicht in vitro unter bestimmten Umstidnden eine signifikante Expression des
originalen L1-Leserahmens auftreten kann. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit
zuriickliegenden Arbeiten, die nach DNA-Immunisierung mit dem originalen HPV-16 L1-
Gen wenn auch schwache Antikorperantworten gemessen haben (Dupuy et al., 1999; Rocha-
Zavaleta et al., 2002). Interessant ist, dass im Gegensatz dazu in drei unabhingigen Studien
berichtet wurde, dass hohere Papillomvirus-L1-spezifische Antikorpertiter durch DNA-
Immunisierung induziert werden konnen. Matsumoto €t al. konnten mit HPV-6 L1-DNA nach
Administration durch die sogenannte ,,gene gun* typenspezifische neutralisierende Antikorper
erzeugen (Matsumoto €t al., 2000). In zwei weiteren Studien wurde mit CRPV-L1 DNA
immunisiert. Sundaram et al. administrierten die DNA ebenfalls mit Hilfe von Goldpartikeln
(Sundaram et al., 1996), wihrend Donnelly et al. die Plasmide in verschiedene Muskeln
injizierten (Donnelly et al., 1996). Die Gegensitze dieser drei Arbeiten zu den Beobachtungen
der vorliegenden Arbeit lassen sich moglicherweise dadurch erklédren, dass die L1-Gene von
CRPV und HPV-6 weniger strikt als HPV-16 L1 reguliert sein konnten. Ausserdem kann
nicht ausgeschlossen werden, dass sich Abweichungen durch unterschiedliche Immuni-
sierungsprotokolle ergeben.

Zusiatzlich lasst sich sagen, dass das in dieser Arbeit vorgestellte Konzept zur
Erhohung der Immunogenitit der spiten Papillomvirus-Gene durch Anderung der Kodon-
benutzung kiirzlich fir HPV-6b L1 und BPV-1 L2 bestitigt wurde (Liu et al., 2002a).

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass die in dieser Arbeit vorgestellte VLP-
spezifische DNA-Immunisierung mit einem kodonoptimierten HPV-16-L1-Gen berechtigter-
weise als mogliche Alternative zur VLP-Immunisierung im Hinblick auf eine prophylaktische

Immunisierung gegen HPV-16-Infektionen in Betracht kommt.

4.4. Expression und Kapsidbildung des Fusionsproteins

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich ein Fusionsgen aus einer
kodonveridnderten, ,humanisierten® HPV-16 L1-Sequenz und den ersten 60 Kodons von
HPV-16 E7 in undifferenzierten Zellen iiberexprimieren ldsst. Im Mittelpunkt des Interesses

stand die Frage, ob die gezeigte starke Immunogenitit von L1 in diesem Kontext erhalten
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bleibt. Im Zusammenhang damit steht die Frage, ob das Fusionsprotein intrazellulér
immunogene chimire virusartige Partikel bildet. Transient transfizierte Zellen wurden sowohl
in situ durch Elektronenmikroskopie als auch in der Sedimentationsanalyse von Zellextrakten
untersucht. Beide Methoden lieferten jedoch keine Hinweise auf intrazellulir entstandene
virusartige Partikel. Das steht im Widerspruch zu fritheren Daten von Miiller et al., die
gezeigt hatten, dass das Fusionsprotein zumindest nach Uberexpression in Insektenzellen
durch rekombinante Bakuloviren chimire virusartige Partikel bildet (Miiller et al., 1997). Am
Ende dieses Kapitels werden mogliche Griinde fiir diese unterschiedlichen Beobachtungen
angefiihrt.

In der Sedimentationsanalyse konnten jedoch Hinweise gefunden werden, dass das
tiberexprimierte Fusionsprotein chimédre Kapsomere — bestehend aus fiinf Monomeren —
ausbildet. Kapsomere werden momentan als alternative immunogene Strukturen diskutiert,
die neutralisierende Antikorper (Rose et al., 1998; Fligge et al., 2001; Yuan €t al., 2001) und
zytotoxische T-Zellen (Ohlschliger et al., 2003) erzeugen konnen.

Es wurde die Hypothese untersucht, ob die Kernlokalisation des Fusionsproteins zu
einer Bildung von chimiren virusartigen Partikeln fiihrt. Es ist bekannt, dass in der spéten
Phase von Papovavirusinfektionen1 die synthetisierten Strukturproteine in den Kern trans-
portiert werden und dort zu Virionen reifen (Tooze, 1981). Die hier vorgestellten Experimente
zeigten allerdings, dass auch die Kernlokalisation des Fusionsproteins nicht zur Bildung von
virusartigen Partikeln fithrt. Es konnte jedoch herausgearbeitet werden, dass sich der
Komplexbildungsprozess nach Kernlokalisation des Fusionsproteins verdndert. In der
Sedimentationsanalyse wurden nach Expression des kernlokalisierten Fusionsproteins
Komplexe nachgewiesen, die nach Expression des unmodifizierten, zytosolisch lokalisierten
Fusionsproteins nicht entstanden. Diese Komplexe prisentieren kapsomer- oder
kapsididhnliche konformative Epitope und haben von virusartigen Partikeln deutlich
unterscheidbare Sedimentationseigenschaften, die darauf hindeuten, dass diese Komplexe
kleiner als virusartige Partikel sind. Es kann spekuliert werden, ob es sich bei diesen
Komplexen um Aggregate aus Kapsomeren handelt oder ob es verkleinerte kapsiddhnliche
Strukturen sind. Solche verkleinerten Kapsidstrukturen sind in der Literatur fiir bestimmte L1-
Mutanten beschrieben worden. Diese sogenannten ,,small* VLPs sind als ikosaedrisches
Gitter mit einer T=1 Symmetrie aufgebaut, bestehen aus 12 Kapsomeren und haben einen

Durchmesser von ca. 30 nm (Chen et al., 2000b). Der Sedimentationskoeffizient dieser

! Papillomviren und Polyomaviren wurden in der Vergangenheit aufgrund ihrer Ahnlichkeiten zur Familie der
Papovaviridae zusammengefasst. Heute werden beide in eigene Familien eingeteilt (van Regenmortel et al.,
2000).
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Partikel ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. Moglich ist ausserdem, dass es
sich um Kapsidbildungsintermediate handelt. Das wiirde darauf hindeuten, dass der Kapsid-
bildungsprozess des Fusionsproteins nach Kernwanderung zwar fortgeschritten, aber
weiterhin unvollstdndig ist. Es ist wichtig zu erwéhnen, dass Komplexe mit vergleichbaren
Sedimentationseigenschaften auch nach Uberexpression von L1 in dieser Arbeit beobachtet
wurden (siehe Abb. 3.23). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass es hier einen
Zusammenhang gibt. Kapsidbildungsintermediate sind fiir Papillomviren bisher nicht be-
schrieben worden, wohl aber fiir die ebenfalls zu den Papovaviren gehérenden Polyomaviren
(Yuen und Consigli, 1985). Papillomviruskapside  #@hneln  strukturell  den
Polyomaviruskapsiden. Polyomavirus-Kapside bestehen ebenfalls aus 72 Pentameren des
Hauptstrukturproteins (Rayment et al., 1982).

Es konnte in der vorliegenden Arbeit ausserdem gezeigt werden, dass das
Fusionsprotein zusitzlich Aggregate bildet, die keine vergleichbaren kapsid- oder
kapsomerspezifischen konformativen Epitope pridsentieren, sich also anscheinend strukturell
von Kapsomeren und Kapsiden unterscheiden. Es wurde herausgearbeitet, dass sich diese
Aggregate groBtenteils aufgrund der Aminosduren 41-60 des E7-Anteils bilden und dass sie
unter reduzierenden Bedingungen instabil sind. Das deutet auf eine Beteiligung von Cystein-
Resten hin. In diesem Bereich liegen zwei Cysteine auf Position 58 und 59 (Edmonds und
Vousden, 1989). Es kann also spekuliert werden, dass diese Cystein-Reste moglicherweise
zur irreguldren Aggregation beitragen. Es ist bekannt, dass die Cystein-Reste des E7-Proteins
im nativen Protein nicht zu Schwefelbriicken verkniipft sind, d. h. sie liegen in reduziertem
Zustand vor (Roth et al., 1992). Diese reduzierten Cysteinreste konnten mit L1 interagieren
und zu einer inkorrekten Aggregation fithren. Uber den Zusammenhang zwischen den
Cyteinen des E7 und einer moglichen Storung der Formierung chimérer virusartiger Partikel
ist schon in einer fritheren Arbeit spekuliert worden. Eine Verbesserung der VLP-Bildung
nach Mutagenese der E7-Cysteine konnte allerdings nicht erreicht werden (Glastetter, 1997).
Daneben ist denkbar, dass in dem E7-Anteil 1-60 ein Rest des Oligomerisierungs- bzw.
Multimerisierungspotentials von E7 erhalten geblieben ist. Die moglichen Kapsidbildungs-
alternativen sind in Abb. 4.1 zusammengefasst.

Schon frith wurde vermutet, dass E7 in multimeren Komplexen mit sich und zellulédren
Proteinen vorliegt (Smotkin und Wettstein, 1987). Auch die beobachtete verminderte
Freisetzbarkeit der Fusionsporteine durch Frier-Tau-Lyse ldsst die Hypothese zu, dass es zu
einer Komplexbildung des E7-Anteils moglicherweise mit zelluldren Proteinen, z. B. mit F-

Aktin (Miinger et al., 2001) (siche Abb. 1.5), kommt. Dagegen spricht das Argument, dass die
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beiden Zinkfinger-Motive in dem verwendeten E7-Anteil entfernt bzw. unterbrochen sind.
Zahlreiche zelluldre Faktoren interagieren mit dem C-Terminus von E7 (sieche Abb. 1.5) und
die Intaktheit der Zink-Finger-Motive hat sich fiir die Protein-Protein-Wechselwirkung zur
Ausbildung von Oligomeren des E7 als notwendig erwiesen (Mclntyre et al., 1993).

Diese alternative Aggregation scheint aber dazu zu fiithren, dass der Anteil an
potentiell immunogenen chimédren Kapsomeren auf Kosten der Aggregate abnimmt. Eine
Strategie zur Verhinderung dieser Aggregationsbildung, z. B. durch Mutagenese der Cysteine

58 und 59, wird deshalb moglicherweise die Immunogenitit des Fusionsproteins erhohen.

0o — ® N
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Monomer Kapsomer
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Abb. 4.1: Angenommenes Komplexbildungsverhalten des L1/E7-Fusionsproteins.
L1/E7-Monomere bilden Kapsomeren, nicht aber virusartige Partikel. Vier Alter-
native kdnnen aus den Monomeren und Kapsomeren entstehen:

1. irregulare Aggregate aus Monomeren; 2. irregulare Aggregate aus Monomeren
und Kapsomeren; 3. irregulare Aggregate oder Komplexe aus Kapsomeren;

4. Aggregate aus Kapsomeren und/oder Monomeren und zellularen Proteinen.

Zusitzlich wurden Hinweise gefunden, dass das Fusionsprotein zumindest in HeLa-
Zellen im E7-Anteil proteolytisch gespalten wird. Es ist bekannt, dass das E7-Protein eine
relativ kurze biologische Halbwertszeit hat (Smotkin und Wettstein, 1987; Selvey et al.,
1994) und dass das Ubiquitin/Proteasom-System am Abbau beteiligt ist (Reinstein et al.,
2000). Ausserdem wurde in zuriickliegenden Arbeiten festgestellt, dass die Stabilitdt des E7-
Proteins durch die Entfernung eines oder mehrerer Cystein-Reste aus den beiden Zink-Finger-
Motiven erheblich vermindert wird (Phelps et al., 1992; Shi et al., 1999). Bei dem in der

vorliegenden Arbeit vorgestellten Fusionsprotein sind die beiden Zink-Finger-Motive
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unterbrochen bzw. entfernt. Eine daraus resultierende Destabilisierung muss also fiir das
vorgestellte Modell in Betracht gezogen werden und ist eine mogliche Erkldrung fiir die
beobachtete proteolytische Verkiirzung. Kenntnis und Beeinflussung der Degradation kdnnten
zu einer erhohten Protein-Halbwertszeit und damit verbunden zu einem noch hoheren
,»steady-state level fithren. Das dadurch erhohte Antigen-Angebot konnte die Immunogenitét
noch weiter steigern. Auf der anderen Seite haben jedoch verschiedene Gruppen festgestellt,
dass unstabile Proteine ein groeres Potential als stabile Proteine haben, zytotoxische T-
Zellen zu induzieren (Shi et al., 1999; Tobery und Siliciano, 1997; Townsend et al., 1988).

Die Frage, warum das Fusionsprotein nach Uberexpression in humanen Zellen nicht —
wie zuvor in Insektenzellen nach Bakulovirusexpression gezeigt - chimére virusartige Partikel
bildet, verdient eine ndhere Betrachtung. Zwei mogliche Griinde sind dafiir zu nennen:
Erstens konnte es sein, dass ein groler Teil der Fusionsproteine zu irreguldren Komplexen
aggregiert und dadurch dem reguldren Kapsidbildungsprozess verloren geht. Moglicherweise
entstandene virusartige Partikel konnten dann unter der Nachweisgrenze geblieben sein. Dafiir
wire hochstwahrscheinlich der E7-Anteil verantwortlich.

Zweitens konnte es sein, dass die C-terminale Deletion des L1-Anteils speziell in
humanen Zellen eine korrekte Kapsidbildung verhindert. Es muss dabei ausdiicklich darauf
hingewiesen werden, dass C-terminale HPV-16-L1-Deletionen von bis zu 34 Aminosduren in
mehreren unabhingigen Arbeiten zu VLP-Bildung fithrten (Miiller et al., 1997; Touze et al.,
2000; Chen et al., 2000b), wobei allerdings beobachtet wurde, dass der Anteil an reguldren
Kapsiden signifikant abnahm. In diesen Arbeiten wurde das Protein in Insektenzellen (Miiller
et al., 1997; Touze et al., 2000) und in E. coli (Chen €t al., 2000b) exprimiert. Der Wider-
spruch zu den in dieser Arbeit gezeigten Daten konnte sich also durch den Unterschied in den
verwendeten Expressionssystemen erklidren. Es bliebe dann die Frage, warum der C-Terminus
speziell in humanen Zellen fiir den Kapsidbildungsprozess kritisch ist. Der C-Terminus von
L1 wird in fritheren Arbeiten mit der DNA-Bindung, der DNA-Verpackung und der Kern-
wanderung in Verbindung gebracht (Li et al., 1997; Zhou et al., 1991b; Touze €t al., 2000).
Das dort lokalisierte Kernwanderungssignal (Zhou et al., 1991b) kann aber nach den Erkennt-
nissen der vorliegenden Arbeit nicht alleiniger Grund fiir die Unterbrechung des Kapsid-
bildungsprozesses sein. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
Kernlokalisation des Fusionsproteins nicht zur Bildung von nachweisbaren Mengen chimérer
virusartiger Partikel fiihrt.

Hinweise, dass der C-Terminus unter Umstédnden fiir den Kapsidbildungsprozess der

Papovaviren wichtig sein konnte, finden sich bei den Polyomaviren. Ou €t al. konnten zeigen,
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dass die C-terminale Deletion von mehr als 16 Aminosduren am JC-Virus-VP1 die Bildung
von virusartigen Partikeln nach Uberexpression in E. coli verhindert (Ou et al., 2001).
Lediglich die Bildung von Kapsomeren blieb in diesem Fall erhalten. Ausserdem wurde aus
Daten der Rongtenstrukturanalyse von Papillomviruskapsiden das Modell entwickelt, dass der
C-Terminus von L1 moglicherweise in das benachbarte Kapsomer hineinragt und dadurch
wichtige interkapsomere Wechselwirkungen schafft (Modis et al., 2002). Ein Eingriff in diese
Wechselwirkungen konnte die Kapsidbildung unterbrechen. Natiirlich muss man trotzdem
argumentieren, dass diese Wechselwirkungen offenbar unter bestimmten Bedingungen, z. B.
in bakulovirusinfizierten Insektenzellen, fiir den Kapsidbildungsprozess nicht notwendig sind
oder moglicherweise umgangen werden konnen.

Interessant ist in diesem Kontext, dass es Liu €t al. mit einem kodonveridnderten C-
terminal trunkierten HPV-6b-L1 gelungen ist, durch DNA-Immunisierung hohe VLP-
spezifische Antikorpertiter zu induzieren (Liu et al., 2002a). Die Analyse des Kapsidbildungs-
prozesses dieses Proteins in humanen Zellen wurde jedoch nicht angefiihrt. Der Unterschied
zu den Ergebnissen der vorgestellten Experimente konnte sich durch Unterschiede zwischen
HPV-6b L1 und HPV-16 L1 erkldren. Es ist auch moglich, dass die beobachteten VLP-
spezifischen Titer nicht durch virusartige Partikel, sondern durch kapsiddhnliche Komplexe
erzeugt wurden.

Daneben konnen spezielle Besonderheiten in Insektenzellen nach Bakulovirus-
infektion, die die VLP-Bildung speziell in diesem System begiinstigen, nicht ausgeschlossen
werden. Denkbar sind besondere Milieubedingungen, das Fehlen von inhibitorischen

Faktoren bzw. das Vorhandensein von Hilfsfaktoren und eine sehr hohe Proteinexpression.

4.5. Prophylaktische und ther apeutische Immunisierung

Seit humane Papillomviren als dtiologischer Schliisselfaktor fiir das Zervixkarzinom
erkannt wurden, ist mit Nachdruck an der Entwicklung von prophylaktischen aber auch
therapeutischen Impfstoffen gegen HPV gearbeitet worden. Die prophylaktischen Ansitze
richteten sich gegen die Strukturproteine L1 und L2 mit dem Ziel, kapsidspezifische
neutralisierende Antikorper zu erzeugen, die den Viruseintritt verhindern sollen. Die
therapeutischen Ansitze zielten auf die Auslosung von zelluldren Immunantworten gegen die
viralen Onkoproteine E6 und E7 ab (Breitburd und Coursaget, 1999). E6 und E7 sind die

einzigen viralen Proteine, die anhaltend in Zervixkarzinomzellen und —zelllinien exprimiert
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werden. Sie werden deshalb als virale Tumorantigene betrachtet (Chen et al., 1991; Chen et
al., 1992).

In der vorliegenden Arbeit wurde die ldee verfolgt, die prophylaktischen und
therapeutischen Immunisierungsstrategien zu verbinden und zwar wurde dazu das ,,human-
isierte L1-Gen mit einem Anteil von E7 kombiniert, um einerseits kapsidspezifische Anti-
korper und andererseits zytotoxische T-Zellen gegen E7-Epitope zu induzieren.

Die Kombination aus L1 und E7 wurde bisher auf Basis von sogenannten chiméren
virusartigen Partikeln entwickelt. Das Fusionsprotein aus einem C-terminal trunkierten L1
und den ersten 60 Aminosduren von E7 konnte in zuriickliegenden Arbeiten in Insektenzellen
durch ein Bakulovirussystem exprimiert werden, und es konnte gezeigt werden, dass das
Fusionsprotein unter diesen Bedingungen die Fihigkeit behilt, virusartige Partikel zu bilden
(Miiller et al., 1997). Gereinigte chimire virusartige Partikel wurden in fritheren Arbeiten
erfolgreich eingesetzt, um zelluldre Immunantworten gegen E7-Epitope und eine Tumor-
protektion zu erreichen (Greenstone €t al., 1998; Peng et al. 1998; Schifer et al., 1999).

Der E7-Anteil wurde aus drei Griinden auf die ersten 60 Aminoséduren reduziert:

Erstens ist in fritheren Arbeiten gezeigt worden, dass die Mutation der beiden Zink-
Finger-Motive bei Cys 58 und 91 einen starken Riickgang der transformierenden Aktivitit
von E7 bewirkt (Edmonds und Vousden, 1989).

Zweitens konnten Shi et al. zeigen, dass die Mutation der Zink-Finger-Motive zu einer
erhohten Degradation des Genproduktes und zu einer Verstirkung der zytotoxischen T-
Zellantwort fiihrt (Shi et al., 1999).

Drittens sollte durch die Verkiirzung des E7-Anteils die prinzipielle Kapsidbildungs-
fahigkeit des Fusionsproteins - wie in frilheren Arbeiten gezeigt (Miller et al., 1997) -

erhalten bleiben.

45.1. Humorale | mmunantwort

Man geht heute davon aus, dass ungefihr 20 % der erwachsenen Bevolkerung im
Laufe des Lebens mit HPV-16 infiziert werden (Koustky et al., 2002). Obwohl die meisten
Infektionen einen gutartigen Verlauf haben, konnen einige zur Entstehung von anogenitalem
Krebs fithren. Das vorrangige Ziel einer Impfung gegen HPV-16 ist deshalb, die mogliche
Entstehung insbesondere des Zervixkarzinoms zu verhindern. Eine protektive Immunisierung
zielt darauf ab, Antikorper zu erzeugen, die den Viruseintritt in die Zelle verhindern. Die

Immunogenitit der Papillomviren beinhaltet die Pridsentation von konformationsspezifischen
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Epitopen auf den viraden Kapsiden. In Kapitel 3.1.4. konnte gezeigt werden, dass die
Verwendung eines kodonverinderten L1-Gens in einer simplen DNA-Immunisierung zu einer
starken AntikOrperantwort gegen virale Kapside fithren kann. Um das Immunisierungs-
konzept auf eine therapeutische Ausrichtung zu erweitern, wurde das kodonveridnderte L1 mit
einem E7-Anteil verbunden. Es wurde eine DNA-Immunisierung auf Basis dieses
Fusionsgens durchgefiihrt. Allerdings zeigte es sich, dass in diesen Experimenten eine
vergleichbar starke kapsidspezifische Immunantwort ausblieb. Lediglich eine von zehn
immunisierten Maéusen reagierte schwach im VLP-basierten ELISA. Die Diskrepanz
zwischen den Immunogenititen des kodonverdnderten L1-Gens und des Fusionsgens kann
moglicherweise durch Unterschiede im Kapsidbildungsverhalten der beiden Genprodukte in
vitro erkldrt werden. Wihrend klar gezeigt werden konnte, dass die Expression des
kodonverdnderten L1 in undifferenzierten Sdugerzellen zu groen Mengen an virusartigen
Partikeln fiihrt, scheint sich das Fusionsprotein nicht zu nachweisbaren Mengen von chiméren
virusartigen Partikeln zusammenzulagern. Die trotzdem beobachtete schwache kapsid-
spezifische Antikorperantwort kann mdoglicherweise durch Unterschiede zwischen der
Situation in vitro und in vivo erkliart werden. Es ist ausserdem moglich, dass die nach-
gewiesenen Kapsomere zu dieser Immunantwort fiihrten. Kaspomere haben in einigen
fritheren Arbeiten neutralisierende Antikorper erzeugt (Rose et al., 1998; Fligge et al., 2001;
Yuan et al., 2001). Es muss aber auch in Betracht gezogen werden, dass eine humorale
Immunantwort gegen Kapsomere moglicherweise nicht durch den VLP-ELISA detektiert
wird. Das VLP-ELISA-Verfahren hat hier moglicherweise Beschrankungen. Es ist nicht aus-
geschlossen, dass also trotzdem - wie in fritheren Arbeiten fiir Kapsomere gezeigt —
neutralisierende Antikorper generiert werden, die im VLP-ELISA nicht nachweisbar waren.
Die Detektion neutralisierender Antikorper konnte aufgrund der obengenannten Schwierig-
keiten, Virionen oder Pseudovirionen fiir einen geeigneten Test zu produzieren (sieche Kapitel
4.3.), nicht durchgefiihrt werden.

Interessant ist, dass die kapsidspezifische Antikdrperantwort gesteigert werden konnte,
nachdem das Fusionsprotein durch ein Kernwanderungssignal ergénzt wurde, also folglich im
Zellkern akkumulierte. Drei von zehn Tieren entwickelten Antikorpertiter, die im Durch-
schnitt etwa einen Faktor 50 hoher waren als die schwache Antwort nach Verwendung des
Ausgangsfusionsgens. Mogliche Erkldarungen fiir diese Verbesserung sind die in vitro beo-
bachteten Unterschiede im Kapsidbildungsverhalten des Fusionsproteins nach Kern-
lokalisation. Obwohl auch das kernlokalisierte Fusionsprotein offenbar nicht chimére virus-

artige Partikel bilden, wurden nach Analyse des kernlokalisierten Fusionsproteins neben
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Kapsomeren alternative Komplexe nachgewiesen, die kapsid- oder kapsomerdhnliche
konformative Epitope priasentieren. Es kann deshalb spekuliert werden, dass diese Komplexe
strukturelle Ahnlichkeiten zu reguliren Kapsiden haben und aus diesem Grund méglicher-
weise kapsidspezifische Antikorper erzeugen konnen. Ausserdem kommen mogliche
Unterschiede zwischen der Expression in vitro und in vivo als mogliche Erkldrung in Frage.
Denkbar wire z. B., dass in vivo kleine Mengen an chiméren virusartigen Partikeln entstehen
und zur Immunantwort fiithren, die in den Analysen unter der Nachweisgrenze blieben.
Daneben ist es moglich, dass sich unterschiedliche Immunantworten durch die beobachtete
unterschiedliche Freisetzbarkeit der Fusionsproteinkomplexe mit und ohne Kernlokalisation
ergeben.

Die Beobachtung, dass nur 3 von 10 Tiere eine signifikante kapsidspezifische
humorale Immunantwort zeigten, ldsst sich nicht durch das Immunisierungsprotokoll
erkldren, da die Immunisierungsserien jeweils eine Kontrollgruppe enthielten, die mit pL1h
immunisiert wurden. Samtliche Miuse dieser Kontrollgruppen hatten hohe kapsidspezifische

Antikorpertiter.

4.5.2. Zellulare Immunantwort

Ein weiterer Gesichtspunkt der prophylaktischen und therapeutischen Immunisierung
war die Messung der zelluliren Immunantwort gegen E7 nach DNA-Immunisierung mit den
Fusionsgenen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine signifikante ZTL-Antwort
gegen E7 erzeugt werden kann, wenn E7-Anteile mit einem stark exprimierbaren L1-Gen
gekoppelt und in der DNA-Immunisierung eingesetzt werden. Die Daten aus der ELISPOT-
Analyse und dem Chromfreisetzungstest bestétigten sich hier gegenseitig, wobei in beiden
Fillen in der ELISPOT-Analyse mehr Individuen positiv waren als im Chromfreisetzungstest.
Es gibt Hinweise, dass die ELISPOT-Analyse sensitiver ist (Michel et al., 2002b). Daneben
ist es aber ausserdem wichtig zu bemerken, dass lytische Zytotoxizitit und IFNy-Sekretion
unabhingig reguliert werden (Snyder €t al., 2003). Deshalb sollte die funktionale Aktivierung
von zytotoxischen T-Zellen sowohl auf der Ebene der Zytokinsekretion als auch der Ebene
der Zytotoxizitit gezeigt werden.

Die Erzeugung von E7-spezifischen zytotoxischen T-Zellen scheint im Gegensatz zur
humoralen Immunantwort gegen Kapside (Kapitel 4.5.1.) allerdings unabhingig von der

zelluldren Lokalisation des Fusionsproteins zu erfolgen. Ausserdem korrelierte das Auftreten
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einer zelluldren Antwort nicht notwendigerweise mit der Induktion von kapsidspezifischen
Antikorpern. Umgekehrt zeigten jedoch Tiere mit einer kapsidspezifischen humoralen
Immunantwort auch eine T-Zellantwort gegen E7.

Einige Argumente lassen sich als mogliche Begriindungen fiir die beobachteten
zelluldren Immunantworten heranfiihren:

Erstens konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein in vitro unabhingig von der
Lokalisation Kapsomere bildet. Diese chimidren Kapsomere tragen hochstwahrscheinlich zur
zelluldren Immunantwort bei. Es ist bekannt, dass Kapsomere immunogen sind. Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass Kapsomere zytotoxische T-Zellen erzeugen kénnen (Ohlschliger
etal., 2003).

Zweitens wurde durch die Kombination mit dem kodonverinderten L1 unabhingig
von der Lokalisation eine hohe Proteinexpression erreicht. Das fiihrt in beiden Fillen zu
einem erhohten Antigen-Angebot, sowohl in den direkt transfizierten Zellen als auch in
professionellen antigenprisentierenden Zellen nach post-apoptotischem oder post-nekro-
tischem Transfer. Es muss allerdings bedacht werden, dass eine hohe Proteinexpression und
ein hohes ,steady-state-level” nicht unbedingt fiir eine erhohte Immunogenitit notwendig
sind. In einer zuriickliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Reduktion der
Proteinhalbwertszeit, z. B. durch Fusionierung mit Ubiquitin, die Induktion von zytotoxischen
T-Zellen sogar verbessern kann (Rodriguez et al., 1997).

Ein verstédrkter post-apoptotischer oder post-nekrotischer Transfer wiirde nicht nur das
,,cross-priming® (Gurunathan et al., 2000) von zytotoxischen T-Zellen bewirken, sondern
zudem die Antigenprédsentation iiber den exogenen Weg erhohen und zu einer stirkeren
akzessorischen T-Helferzellantwort fithren, wobei bekannt ist, dass die T-Helferantwort zur
optimalen Tumorprotektion beitrigt (Hung et al., 1998).

Drittens konnte es sein, dass die durch die Eliminierung der Zink-Finger-Motive
moglicherweise erhohte Degradation des E7-Anteils (Shi et al., 1999) zusammen mit der
hohen Expression des Fusionsproteins zu einer verstiarkten Antigenprozessierung iiber den
endogenen Weg und damit zu einer verstirkten Induktion von zytotoxischen T-Zellen fiihrt.
Hinweise auf eine Degradation des E7-Anteils wurden in der vorliegenden Arbeit zumindest
in vitro beobachtet (Kapitel 3.2.4.).

Es ldsst sich bilanzieren, dass die fiir E7 postulierten Mechanismen, dem
Immunsystem in vivo zu entkommen, niamlich die Minimierung der Expression und die
Verhinderung der Reifung von dendritischen Zellen (Tindle, 2002), mit der vorgestellten

Immunisierungsmethode erfolgreich iiberwunden werden kénnen.
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4.6. Schlussbetrachtung

In der vorgestellten Arbeit konnte das prophylaktische und therapeutische Immunisierungs-
konzept weiterentwickelt werden. Zunzchst wurde die L1-Expression entreguliert. Dadurch
wurde die Moglichkeit fiir eine genetische Immunisierung mit Polynukleotiden auf Basis von
L1 geschaffen. Die Durchfiihrbarkeit konnte in einer DNA-Immunisierung aufgezeigt werden.
Auch die Kombination einer prophylaktischen und therapeutischen Immunisierung wurde
ermoglicht. In den vorgestellten Experimenten wurde jedoch deutlich, dass die Kapazitit des
L1/E7-Fusionsgens, kapsidspezifische Antikorper zu erzeugen, auch nach Kernlokalisation
des Genproduktes gegeniiber dem nicht-fusionierten L1-Gen vermindert ist. In vitro konnte
gezeigt werden, dass das Fusionsprotein nicht in gleichem Maf3e wie L1 die Fihigkeit besitzt,
in humanen Zellen virusartige Partikel zu bilden. Zwei mogliche Erkldarungen miissen hierfiir
in Betracht gezogen werden:

Erstens konnte der E7-Anteil durch Ausbildung von alternativen Aggregaten den
Kapsidbildungsprozess insbesondere in humanen Zellen behindern.

Zweitens ist es moglich, dass die Manipulation des C-Terminus des L1-Anteils die VLP-
Bildungskapazitit zumindest in humanen Zellen senkt.

Wesentliche Verbesserungen der prophylaktischen und therapeutischen Immunisierung setzen
an diesen Punkten an:

Denkbar ist zum einen, den E7-Anteil so zu manipulieren, dass die Aggregation des
Fusionsproteins verhindert wird, mit dem Ziel, den Anteil an bekannten immunogenen Struk-
turen (Kapsomere oder Kapside) zu erhohen.

Ausserdem muss in Erwédgung gezogen werden, den Aufbau des Fusionsgens so zu verdndern,
dass der C-Terminus des L1 erhalten bleibt. Diese Anderung hat moglicherweise die
Konsequenz, dass nur ein kiirzerer E7-Anteil bei der VLP-Bildung toleriert wird. Durch eine
solche Verkiirzung wird die Verwendung des Fusionsproteins jedoch wesentlich
eingeschrinkt, weil dadurch nur bestimmte E7-Epitope fiir zytotoxische T-Zellen oder T-
Helferzellen abgedeckt werden konnten. Das System wire dadurch aufgrund der Poly-
morphismen der MHC-Komplexe auf bestimmte Mausmodelle oder auf bestimmte Menschen
beschrinkt. Denkbar wire es, das System zunichst fiir das bekannte H—2Db—ZTL—Epit0p
(Feltkamp et al., 1993) in C57/B16-Méusen zu testen. Im positiven Fall konnte es dann auf
das bekannte menschliche Allel HLA-A*0201, das in ca. 30 % der weillen Bevolkerung
exprimiert wird (Stevanovic, 2002), erweitert werden. Das E7-ZTL-Epitop fiir diesen Immun-

komplex ist schon bestimmt worden (Ressing et al., 1995).
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Fiir die Erweiterung des Konzeptes auf einen moglichst grolen Anteil von Menschen miisste
dann eine Individualisierung erfolgen, d. h. bei der jeweiligen CIN-Patientin miisste zunichst
eine HLA-Typisierung durchgefiihrt werden, die dann datenbankgestiitzt zur individuellen
Zusammensetzung des Fusionsproteins mit dem geeigneten E7-Anteil herangezogen werden
konnte. Alternativ konnte man eine Mischung aus Fusionsgenen mit verschiedenen kurzen
E7-Anteilen zur Immunisierung einsetzen. In diese Uberlegungen sollten die jeweiligen T-
Helferzell-Epitope mit einbezogen werden, um eine konzertierte Aktion des Immunsystems
zu erzeugen. Eine Reihe von T-Helferzell-Epitopen von E7 sind in fritheren Arbeiten
bestimmt worden (Tindle et al., 1991; van der Burg et al., 2001).

Ein moglichst groBer E7-Anteil wiirde die Entwicklung des Konzeptes also zweifelsohne
erleichtern. Mit einer Vergroerung des E7-Anteils wichst jedoch auch die Gefahr, dass die
transformierende Aktivitdt des E7 zumindest teilweise erhalten bleibt. Das wire im Hinblick
auf eine Anwendung in der DNA-Immunisierung unakzeptabel. Es bestiinde die Gefahr,
durch DNA-Integration primaligne Zellen zu erzeugen. Osen et al. ist ein interessanter
Ansatz gelungen, um dieses Problem zu 16sen. Die E7-Primérsequenz wurde so rearrangiert,
dass das Genprodukt die transformierende Aktivitdt verliert, auf der anderen Seite aber
zumindest im verwendeten Mausmodell weiterhin die Féhigkeit besitzt, E7-spezifische
zytotoxische T-Zellen zu generieren (Osen €t al., 2001). Das Problem konnte ausserdem
gelost werden, indem man die RB-Bindungsstelle mutiert, um dadurch in Kombination mit
der Beeinflussung der beiden Zink-Finger-Motive das Transformationspotential
auszuschalten. In diesem Kontext haben Smahel et al. im iibrigen gezeigt, dass bestimmte
Mutationen in der RB-Bindungsstelle von E7 zu einer erhohten Immunogenitét in der DNA-
Immunisierung fithren (Smahel et al., 2001).

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass in der vorliegenden Arbeit ein
vielversprechender Ansatz zur Kombination von prophylaktischen und therapeutischen
Immunisierungsstrategien gegen HPV-16 entwickelt wurde. Die vorgestellten Ergebnisse
liefern zudem Moglichkeiten, eine Viruspropagation in Zellkulturen zu entwickeln und damit
verbunden die Proteinfunktionen der HPV-16-Genprodukte im Infektionszyklus zu

erforschen.
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Restriktionskarten der wichtigsten verwendeten Plasmide
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