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Aus dem Blickwinkel eines Materialwissenschaftlers konnen Viren als
organische Nanopartikel betrachtet werden. Sie bestehen aus einer
iiberschaubaren Anzahl unterschiedlicher Biopolymere: Proteine und
Nukleinsduren. Viele Viren sind zudem von einer Lipidmembran
umbhiillt. Viren weisen keinen eigenen Metabolismus auf; sie benotigen
fiir ihre Vermehrung die metabolische Maschinerie einer Wirtszelle.
Die Oberfliche von Viren ist mit funktionellen Elementen ausgestattet,
die es dem Virus ermoglichen, in seine Wirtszelle einzudringen. Form
und Grofle von Viren, wie auch die Anzahl und Art funktioneller
Gruppen an ihrer Oberfliche, sind exakt definiert. Deshalb werden
Viren als Geriiststruktur fiir raumlich definierte kovalente Oberfli-
chenmodifikationen verwendet. Die einzigartige Qualitit von Viren
als Nanopartikel besteht aber darin, dass ihre Oberfliche, aufgrund
der Colokalisation von Geno- und Phinotyp, mithilfe kombinatori-

scher Methoden evolviert werden kann. Die dabei verwendeten mo-
lekularbiologischen Methoden, urspriinglich in den Lebenswissen-
schaften entwickelt, werden zur Basis neuer Techniken fiir die Be-
reitstellung von Nanomaterialien und erdffnen neue Anwendungs-

bereiche weit iiber Biologie und Medizin hinaus.

1. Einfiihrung

Viren sind infektiose Agentien, die sich nur innerhalb von
lebenden Zellen vermehren. Nach dem Eindringen in ihre
Wirtszelle kontrollieren sie die Transkriptions-/Translations-
maschinerie der Zelle zum Zweck der Produktion ihrer
Komponenten. Diese assemblieren zu funktionalen Virionen
—reifen viralen Partikeln — und sind somit bereit, neue Zellen
zu infizieren. Virale Genome konnen aus unterschiedlichen
Arten von Nukleinsduren aufgebaut sein. Gemeinsamkeiten
bestehen insofern, als Virengenome aus Sequenzen bestehen,
die fiir die Strukturproteine des Virus codieren, und aus Se-
quenzen, deren Funktion in der Steuerung des zelluldren
Metabolismus zum Zweck der effizienten Replikation des
viralen Genoms liegt. Dieser modulare Aufbau viraler Ge-
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nome, in Kombination mit der Selbst-
assemblierung der synthetisierten Be-
standteile zu funktionalen Partikeln,
bietet enorme Moglichkeiten des vi-
ralen Designs mithilfe molekularbio-
logischer Techniken. Die Eigenschaf-
ten des Virus konnen durch Anderun-
gen seiner Nukleinsduresequenz mo-
difiziert werden. Es konnen z.B.
fremde Polypeptide auf den Strukturproteinen des Virus
priasentiert werden. Durch FEinfiigen der Sequenzen der
Strukturproteine in Plasmide und ihrer Expression in Zellen
konnen virendhnliche Partikel hergestellt werden, die kein
oder nur ausgewihltes genetisches Material enthalten. Wei-
ters konnen virale Chiméren hergestellt werden, die aus den
Proteinen unterschiedlicher Viren bestehen. Viren koénnen
fiir das Durchsuchen genetischer Sequenzbibliotheken ver-
wendet werden. Diese sogenannten Oberflachen-Display-
Systeme basieren auf der Colokalisation von Geno- und
Phinotyp in jedem einzelnen Virus und ermoglichen die
Isolierung eines funktionalen Peptids in direkter Verbindung
mit der codierenden Nukleinsduresequenz. Dieses Konzept
wird in den Lebenswissenschaften extensiv verwendet, um
aus genomischer Sequenzinformation spezifische Protein-
funktionalitidten zu extrahieren. In den Materialwissenschaf-
ten konnen Displaysysteme unter anderem dazu verwendet
werden, neuartige Peptide, die an ausgewihlte technische
Materialien binden, zu generieren. Viren werden in ihren
Wirtszellen vermehrt, selbst weisen sie keine eigene meta-
bolische Aktivitit auf. Diese Eigenschaft ermdglicht es, sie als
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bestiandige Bauteile fiir Kompositmaterialien zu nutzen. In
Verbindung mit molekularbiologischen Methoden zur Mo-
difikation dieser Nanopartikel ergeben sich vielfiltige Mog-
lichkeiten zur Produktion neuartiger hybrider Komposit-
materialien.

1.1. Viren als Bauteile fiir Materialien — Konzepte
1.1.1. Viren als Geriiststruktur fiir chemische Synthesen

Derzeit werden Viren in den Materialwissenschaften
vorrangig als Geriiststrukturen fiir nachfolgende chemische
Synthesen verwendet. Die meisten Arbeiten verwenden Vi-
ren ohne umhiillende Membran. Durch Biokonjugation kann
die Virenoberfliche mit diversen kovalent gebundenen Mo-
lekiilspezies ausgestattet werden. So konnen virale Nano-
partikel konstruiert werden, die auf ihren Oberfldchen eine
definierte Zahl und Anordnung funktioneller Molekiile tra-
gen. Viren werden auch als Geriiststrukturen fiir Minerali-
sierungen oder Metallisierungen verwendet. Einige Viren
konnen durch Variieren duflerer Bedingungen, wie etwa des
pH-Werts, reversibel in ihre Komponenten zerlegt und wieder
zusammengefiigt werden. Diese Eigenschaft bietet eine gute
Moglichkeit, Viren als Nanocontainer zu nutzen (sieche Ab-
schnitt 2; Abbildung 1).

1.1.2. Design des viralen Geriists

Viren sind flexibel in Bezug auf gentechnische Modifi-
kationen ihrer Strukturproteine, wie etwa das Einfiigen
funktionaler Peptidsequenzen in ihre Oberflaichenproteine
(siche Abschnitt 3; Abbildung 1). Diese Modifikationen
werden auf der Ebene des genetischen Codes durchgefiihrt.
Auf diesem Wege konnen zusitzliche Funktionen, von der
Insertion weiterer funktionaler Gruppen durch Insertions-
mutagenese bis zum FEinfiigen ganzer Proteine reichend, in
die virale Oberfldche integriert werden. Die eingefiigten Po-
lypeptide konnen zusédtzlich posttranslational modifiziert
werden. Ob und in welcher Art diese posttranslationalen
Modifikationen, wie etwa Glykosylierungen, stattfinden, ist
von der Wirtszelle des Virus abhingig (siche Abschnitt 4.1.2).
Wenn das virale Genom einmal erfolgreich modifiziert wurde,
konnen die mit neuen Funktionen versehenen viralen Na-
nopartikel nach Belieben in Zellkultur vermehrt werden.
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technologie an der Universitit fiir Bodenkul-
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Das Design viraler Oberflichen auf der Ebene des ge-
netischen Codes geschieht in Analogie zu modernen Fabri-
kationsmethoden, bei denen ein Programm den Fertigungs-
prozess steuert (computerized numerical control (CNC)
principle). Die Wirtszelle, die die Nanopartikel erzeugt, ent-
spricht der ausfithrenden Maschine, wéhrend das virale Ge-
nom die Funktion des steuernden Programms tibernimmt.

1.1.3. Evolution spezifischer Oberflichenreaktivitit

Oberflachenmodifizierte Viren konnen als Nanopartikel
betrachtet werden, deren insertierte Polypeptide mit der co-
dierenden Nukleinsduresequenz im Inneren des Partikels
rdumlich verbunden sind. Durch Einfiigen von Fragmenten
einer Nukleinsduresequenzbibliothek in virale Genome kann
eine ungeheure Vielfalt oberflichenmodifizierter Viren er-
zeugt werden. Durch Screening nach einer gesuchten Ober-
flaichenfunktionalitdt konnen Viren mit der gewliinschten Ei-
genschaft selektiert und nachfolgend vermehrt werden. Nach
Durchfiithrung einiger Selektions-/Vermehrungszyklen kon-
nen ein oder einige wenige virale Klone erhalten werden, die
die gewiinschte Funktionalitdt tragen. Die Technik des
Oberflidchen-Displays ermdglicht die Isolierung von funktio-
nalen Polypeptiden in Verbindung mit der zugehorigen
Gensequenz, ohne vorangehende Kenntnis der Sequenz-
Funktions-Beziehung. Dadurch konnen auch Sequenzen iso-
liert werden, die fiir Peptide codieren, die in der belebten
Natur nicht vorkommen oder noch nicht bekannt sind. Ein
Beispiel dafiir sind Peptide, die spezifisch an Edelmetalle
oder Halbleitermaterialien binden konnen (siche Ab-
schnitt 4; Abbildung 2).

1.1.4. Integration viraler Partikel in Materialien

Anstatt direkt ein Material mithilfe chemischer Metho-
den zu modifizieren, kann es vorteilhaft sein, Nanopartikel
mit der gewiinschten Funktion als Baustein in das Material zu
integrieren. Falls eine passende, allgemeingiiltige Strategie
fiir die Einbindung in das Material zu Verfiigung steht, wird
die Herstellung einer Vielzahl funktionaler Oberflichen
moglich. Viren sind dafiir in besonderer Weise geeignet, denn
einerseits konnen durch kombinatorisches Herangehen auf
vergleichsweise einfache Art und Weise funktionale Peptide
auf ihrer Oberfldche présentiert werden, und andererseits
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stehen Techniken fiir die Kupplung von Viren an Oberfldchen
zur Verfiigung (siche Abschnitt 5; Abbildung 3).

Wenngleich es bereits einige Beispiele fiir die Verwen-
dung von Viren als Bausteine fiir Kompositmaterialien gibt,
ist das Potenzial der vielen viralen Systeme, die in der Bio-
technologie Verwendung finden, in den Materialwissen-
schaften bei Weitem noch nicht ausgelotet. Vor allem Viren
eukaryoter Zellen, obschon schwieriger als beispielsweise
Bakteriophagen zu handhaben, bieten groBartige Moglich-
keiten fiir das Design von viralen Partikeln mit sehr spezifi-
scher Oberflichenchemie. Der besondere Vorteil bei der
Verwendung dieser Viren als Bauteile besteht z. B. darin, dass
Polypeptide mit gewiinschten posttranslationalen Modifika-
tionen herstellbar sind, die das Zusammenspiel mit wesent-
lichen Targets in eukaryotischen Organismen verfeinern
konnen.

2. Viren als Nanopartikel /Nanohiillen

Viren konnen als monodisperse Kern-Schale-Nanoparti-
kel betrachtet werden. Die Hiille besteht entweder nur aus
Protein, oder die Oberflachenproteine des Virus sind in einer
Lipidmembran eingebettet. Die zugénglichen funktionellen
Gruppen an der Virenoberfldche sind rdumlich prizise an-
geordnet. Dank zahlreicher Techniken, die fiir das kovalente
Binden von Molekiilen an Proteine verfiigbar sind, konnen
Viren als Plattfom fiir rdumlich definierte chemische Ober-
flichenmodifikationen verwendet werden. Der Vorteil des
Einsatzes von Viren anstelle anorganischer Nanopartikel
besteht in der definierten Zahl und der prizisen Anordnung
der zugénglichen funktionellen Gruppen. Unterschiedliche
chemische Funktionalitdten konnen so mit nanometrischer
Préizision zueinander angeordnet werden. Die Verwendung
von Viren als Plattform fiir chemische Synthesen kann man
somit als ein auf Nanopartikeln basierendes 3D-Aquivalent
anderer Techniken sehen, mithilfe derer Molekiile in zwei
Dimensionen angeordnet werden konnen (beispielsweise zur
Konstruktion kristallisierter bakterieller Oberflichenprotei-
ne (S-Layer-Proteine)).! Im Hinblick auf kovalente Modifi-
kationen viraler Oberfldchen werden meist Lysin-, Cystein-
oder Tyrosinreste als chemisch reaktive Gruppen fiir Kupp-
lungsreaktionen verwendet.”) Die Kombination viraler Ge-
riiststrukturen mit Biokonjugationsmethoden! bietet somit
vielféaltige Moglichkeiten zur Herstellung funktionaler Mo-
lekiile in definierten rdumlichen Anordnungen (Abbil-
dung 1).1

Ubersichtsartikel iiber die Verwendung viraler Partikel,
sowohl als Plattform fiir chemische Synthesen™ als auch mit
Schwerpunkt auf biomedizinischen Anwendungen,® sind
kiirzlich erschienen. Die meisten der bisher verwendeten
Viren, mit Ausnahme von Bakteriophagen, sind Pflanzen-
viren wie TMV (tobacco mosaic virus), CPMV (cowpea mo-
saic virus) oder CCMV (cowpea chlorotic mottle virus). Der
Grund fiir ihre Beliebtheit ist ihre fehlende Pathogenitit ge-
geniiber dem Menschen, und dass sie mit geringem Aufwand
in groen Mengen aus infizierten Pflanzen isoliert werden
konnen. Auf Biokonjugation beruhende Anwendungen rei-
chen von der Kupplung redoxaktiver metallorganischer
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Abbildung 1. Chemische und molekularbiologische Methoden fiir das
Design viraler Oberflichen. Die dargestellten Techniken kénnen mit-
einander kombiniert werden.

Komplexe,” metallischer Nanopartikel® oder dreidimensio-
naler leitfihiger molekularer Netzwerkel bis zur Prisenta-
tion von Kohlenhydraten.'”) Im biomedizischen Bereich kann
das Wirtszellspektrum viraler Vektoren z.B. durch Anbin-
dung von Polyethylenglycol™! oder Polylysin verindert wer-
den.™ Mit Gold-Nanopartikeln versehene Viren konnten in
Hinblick auf photothermale Krebstherapien spezifisch in
Zellen eingebracht werden.!'”!

Viren wurden als Gertiststruktur fiir Metallisierungen
oder Mineralisierungen genutzt.'¥! Ebenso kénnen Viren als
Nanokifige fiir das EinschlieBen von Substanzen Verwen-
dung finden.

Viele virendhnliche Partikel (virus-like particles; VLPs)
konnen in vitro aus ihren Strukturproteinen assembliert und
gleichzeitig auch befiillt werden.™ Zusitzlich kann bei
manchen Viren die PorengroBe des Kapsids durch pH-An-
derungen oder durch osmotischen Schock gesteuert werden.
Dies ermoglicht beispielsweise die Mineralisierung des Kap-
selinneren"*"! oder das nachfolgende Befiillen des leeren
Kapsids mit Nukleinsiduren.'” Der inhirenten Affinitit vi-
raler Kapside fiir Nukleinsduren folgend konnten ebenso
andere negativ geladene Polyelektrolyte in Kapside einge-
bracht werden." Ein #hnliches Konzept steht hinter der
Assemblierung viraler Hiillen auf oberflaichenfunktionali-
sierten Gold-Nanopartikeln."”! Transmembranproteine lipid-
umhiillter Viren konnen in Liposomen rekonstituiert werden.
Die Zellspezifitdt der viralen Membranproteine ermoglicht
es, diese Viren als Wirkstofftriager mit Zielfunktion und fiir
Immunisierungen zu verwenden."

3. Priisentation von Proteinen auf viralen Ober-
fldchen

Die einzigartige Eigenschaft viraler Nanokomposite be-
steht darin, dass sie die Information zur Herstellung ihrer
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Komponenten in sich tragen. Dadurch kann die Virenober-
fliche direkt durch Verdnderungen am viralen Genom ge-
staltet werden. Diese Eigenschaft ermoglicht es, in das Ge-
nom des Virus insertierte Sequenzen, die als Peptide an der
Oberfliache présentiert werden, durch Selektion auf eine ge-
wiinschte Eigenschaft hin zu evolvieren. Wenn das virale
Partikel der Wahl sich jedoch von einem Pathogen ableiten
sollte, ist die Verwendung von virendhnlichen Partikeln vor-
teilhaft. Um diese herzustellen, wird lediglich der Code der
Strukturproteine des Virus in Plasmide eingefiigt und diese in
Zellen exprimiert. Die einzelnen viralen Proteine assem-
blieren zu Virenpartikeln ohne inkorporierte genetische In-
formation, d.h. ohne die Fihigkeit sich zu replizieren.”! Da
sie somit nicht mehr infektids sein konnen, ist die Verwen-
dung derartiger Partikel unbedenklich.

Um in ein virales Hiillprotein ein zusitzliches Protein-
fragment einzufiigen, muss zuerst eine geeignete Insertions-
stelle gefunden werden. Diese soll das eingefiigte Fragment
an der Proteinoberfliche zuginglich priasentieren und darf
die natiirliche Funktion des Hiillproteins (und somit die Re-
plikationsfihigkeit des produzierten Virus) nicht beein-
trachtigen. Durch Nutzung einer permissiven Insertionsstelle,
obwohl meist mit einem GroBenlimit der Polypeptide ver-
bunden, kann eine Vielzahl funktionaler Proteinfragmente
mit molekularbiologischen Techniken an der Oberfliche des
Virus présentiert werden.

Die direkte Verwendung von Viren als Tragerstrukturen
fiir das Display funktionaler Proteine oder Peptide bietet
gewisse Vorteile gegeniiber der Produktion eines Proteins
und dessen nachfolgende Immobilisierung auf einer Ober-
flache. Viren oder virendhnliche Partikel werden kontinuier-
lich von den produzierenden Zellen in den Kulturiiberstand
abgegeben und konnen relativ einfach, z. B. durch Ultrazen-
trifugation auf einem Saccharose-Kissen, isoliert werden. Die
Isolierung und Aufreinigung von Proteinen umfasst eine
Reihe von Zwischenschritten, dauert ldnger und verursacht
dadurch in der Regel hohere Kosten.

Systeme fiir die Detektion von Biomarkern beruhen meist
auf der Immobilisierung von Proteinen mit spezifischer Bin-
dungsfihigkeit gegeniiber dem zu detektierenden Agens an
eine Oberfliche.™

Um mehrere Biomarker parallel auf einem Chip detek-
tieren zu konnen, ist es mitunter vonnoten, die Immobilisie-
rungsprotokolle der einzelnen Proteine zu optimieren, um
ihre Funktionalitdt auf der Oberfldche garantieren zu kon-
nen. Durch die Verwendung viraler Partikel als Tréger der
gewiinschten Funktion werden die insertierten Proteinfrag-
mente in definierter riumlicher Orientierung prisentiert. Sie
konnen nach Bedarf entworfen und trotz verschiedenster
Modifikationen mit einem einzigen Protokoll hergestellt,
gereinigt und wie funktionalisierte Nanopartikel verwendet
werden. Ein einmal hergestelltes oberflaichenmodifiziertes
Virus kann iiber die Infektion von Zellen einfach produziert
werden, mit geringem Aufwand im Vergleich zur Synthese
chemisch modifizierter Partikel.
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3.1. Viren ohne Lipidhiille

Um Viren chemisch an ihrer Oberfliche zu modifizieren,
werden meist Viren ohne zusétzliche Membranumbhiillung
verwendet. Haufig werden zusétzliche funktionale Gruppen
iiber ortsspezifische Mutagenese in die Virenoberfldche ein-
gefiigt. Dadurch konnen gezielt Anzahl und Art rdumlich
definierter adressierbarer funktionaler Gruppen fiir nachfol-
gende chemische Konjugationen beeinflusst werden.”*! Mo-
lekularbiologische Techniken fiir die Insertion funktionaler
Polypeptide in die Oberfldchenproteine von z.B. Bakterio-
phagen sind bereits gut entwickelt. Abgesehen von Limitie-
rungen hinsichtlich der GroBe der insertierbaren Protein-
fragmente® und Schwierigkeiten beim Display komplexerer
Proteine sind diese Viren fiir viele Zwecke wahrscheinlich die
geeignetsten.

Gentechnische Modifikationen viraler Oberfldchenpro-
teine tierischer Viren werden vor allem eingesetzt, um die
Wirtszellenspezifitdt davon abgeleiteter viraler Vektoren im
Hinblick auf Anwendungen in der Gentherapie® zu verin-
dern.

Dafiir werden vorwiegend Adenoviren®” oder Adeno-
assoziierte Viren™ verwendet. Durch das Display zusitzli-
cher Bindungsstellen oder Antikoérper-Fragmente auf ihrer
Oberfldche konnen auch Zellen angesprochen werden, denen
die natiirlichen Rezeptoren fiir das Andocken des Virus
fehlen.

3.2. Lipidumhiillte Viren

Das Kapsid vieler tierischer Viren ist zusétzlich von einer
Lipidmembran umhiillt, die meist im Zuge der Knospung des
viralen Partikels aus der zytoplasmatischen Membran der
Wirtszelle aufgebracht wird.””) Diese vom viralen Kapsid
gestiitzte Membran dient als Matrix fiir die in die Membran
insertierten viralen Transmembranproteine, die die spezifi-
sche Bindung des Virus an Rezeptoren der Wirtszellen ver-
mitteln und die Fusion der viralen mit der zelluldiren Mem-
bran induzieren — ein essenzieller Schritt fiir die Infektion der
Zelle durch das Virus.'” Wihrend die gentechnische Modi-
fikation des Kapsidproteins eines nichtumhiillten Virus ein
Hindernis fiir die Selbstassemblierung des viralen Partikels
sein kann, wird die Funktion viraler Transmembranproteine
meist weniger stark durch eingefiigte Modifikationen beein-
trachtigt.

3.2.1. Permissive Insertionsstellen

Techniken zur genetischen Modifikation viraler Trans-
membranproteine sind fiir mehrere virale Systeme bereits gut
etabliert. Einige virale Membranfusionsproteine weisen per-
missive Insertionsstellen fiir das Einfiigen zusitzlicher Pep-
tidsequenzen auf. Beispiele dafiir sind Membranfusionspro-
teine von Baculoviren,® Vogel-Leukoseviren, vesikuliren
Stomatitisviren,® murinen Leukdmieviren,** von Influen-
za AP und anderen. Obwohl die an ihrer Oberfliche modi-
fizierten Viren ihre Infektiositit behalten, konnen insertierte
Polypeptide die Dynamik des Fusionsprozesses sterisch be-
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hindern und somit die Infektivitdt der Viren reduzieren. Dies
impliziert oftmals ein GroBenlimit fiir eingefiigte Modifika-
tionen.

3.2.2. Pseudotypisierung — Membranproteine als Anker

Virale Chimidren konnen gebildet werden, wenn zwei
unterschiedliche lipidumhiillte Viren gleichzeitig eine Zelle
infizieren. Dieses Phinomen, Pseudotypisierung, ist mit dem
Mechanismus der Anreicherung der viralen Transmembran-
proteine in Lipid-Rafts der zytoplasmatischen Membran der
Wirtszelle wihrend der Knospung der Viren assoziiert.
Dieses Verhalten einiger Membranfusionsproteine lipidum-
hiillter Viren kann fiir die Produktion oberflichenmodifi-
zierter Viren oder virendhnlicher Partikel genutzt werden.
Dieses Konzept spielt in der aktuellen Gentherapieforschung
eine wichtige Rolle. Vektorsysteme, die eine stabile Integra-
tion von DNA-Sequenzen in ein Wirtsgenom ermdoglichen,
sind zumeist von Retroviren abgeleitet und weisen oft nicht
das gewiinschte Wirtszellspektrum auf. Der Tropismus dieser
Vektoren kann durch Insertion fremder viraler Transmem-
branproteine verdndert werden, wie z.B. nativer oder gen-
technisch verdnderter Membranfusionsproteine des vesiku-
ldren Stomatitisvirus, des Sindbis-Virus und vieler anderer.*”!

Verkiirzte Formen viraler Membranfusionsproteine, aus
zytoplasmatischer Doméne und Transmembrandoméne des
Proteins bestehend, konnen als Ankerstruktur fiir das Display
von Peptiden und Proteinen dienen. Diese Technik weist
oftmals keine Limitierung beziiglich der GroBe des inser-
tierten Proteins auf. Die erzeugten Viren sind infektios, wenn
ein funktionales virales Membranfusionsprotein, zusétzlich
zu dem fiir das Display verwendeten Anker, in die Membran
des Virus insertiert wird.”®

4. Kombinatorische Methoden /gerichtete Evolution

Die beschriebenen molekularbiologischen Techniken fiir
das Display funktionaler Peptide oder Proteine an der
Oberfliche viraler Partikel konnen auf infektiose Viren sowie
virendhnliche Partikel angewendet werden. Methoden ge-
richteter Evolution hingegen benétigen infektidse Viren, weil
der Selektion auf eine an der Oberfldche priasentierten Pro-
teinfunktionalitidt die Amplifikation der selektierten Viren
folgt (siehe Abbildung?2). Oberflichen-Display-Techniken
sind nicht allein auf Viren als Trager der Nukleinsdure-Bib-
liothek beschrinkt. Displaysysteme auf Basis prokaryoter'™!
wie auch eukaryoter Zellen™! wurden bereits etabliert.
Ebenso wurden In-vitro-Systeme, die auf mRNA basieren,
entwickelt."y] Der Bedarf an mehreren Displaysystemen er-
wichst aus Limitierungen beziiglich der Proteinsynthese und
posttranslationaler Modifikationen in den verwendeten Or-
ganismen. Komplexe eukaryote Proteine beispielsweise, die
die richtige Faltung sowie die richtigen Disulfidbriicken und
Glykosylierungsmuster aufweisen, konnen oft nur in Zellen
hoherer Organismen hergestellt werden. Andererseits sind
diese Zellen in Bezug auf die Anzahl herstellbarer Transfor-
manten und somit screenbarer Fragmente limitiert.
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virale Genome mit insertierter
DNA-Bibliothek
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Transformation von Wirtszellen

Selektion/Panning

oberflachenmodifizierte Viren

Abbildung 2. Virales Oberflichen-Display: Virale Genome, die Frag-
mente einer Nukleinsiure-Bibliothek in sich tragen, werden in Wirts-
zellen eingeschleust. Die daraufhin produzierten Viren bieten die Frag-
mente als Peptide auf ihren Oberflichenproteinen dar. Durch Selektion
beziiglich einer gewiinschte Oberflichenfunktionalitat der erzeugten
Virenpartikel und anschlieRende Vermehrung der selektierten Viren in
Zellen kénnen nach einigen Zyklen ein oder einige wenige virale Klone
gewonnen werden, die die gesuchte Eigenschaft aufweisen.

4.1. Screening von Nukleinsdure-Bibliotheken
4.1.1. Phagen-Display-Systeme in den Lebens- und Materialwissen-
schaften

Die bislang am weitesten verbreiteten Oberfldchen-Dis-
play-Systeme basieren auf Bakteriophagen.*) M13, MS2,
Lambda-Phagen und einige Phagen der T-Serie wurden bis-
her verwendet.® Antikorper-Produktion, Enzymtechnolo-
gie, Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie Vakzin-Ent-
wicklung sind einige der Bereiche, in denen Phagen-Display-
Systeme breite Anwendung finden. Einige aktuelle Uber-
sichtsartikel finden sich zu diesem Thema.*!

Der Trend in den Materialwissenschaften zur Entwick-
lung hybrider organisch-anorganischer Kompositmaterialien
hat einen Bedarf an Peptiden mit neuartigen Funktionen
geschaffen. Diese Peptide sollen spezifische Bindungen mit
anorganischen Materialien wie Edelmetallen, Halbleitern,
Polymeren und anderen technisch wichtigen Komponenten
ermoglichen. Durch die Anwendung von Displaysystemen,
inbesondere Phagen-Display, konnte bereits eine Vielzahl
derartiger Peptide isoliert werden.[*!

Oberflachen-Display-Systeme konnen auch zur Gewin-
nung von auf D-Aminosduren basierenden funktionalen
Peptidsequenzen verwendet werden. In einem als Spiegel-
bild-Phagen-Display benannten Schema werden Viren be-
ziiglich einer chemisch synthetisierten Zielsequenz gescreent,
die aus b-Aminosduren besteht. Das Produkt des Screenings,
das mithilfe von D-Enantiomeren chemisch synthetisiert
wurde, kann dann mit der verwendeten Zielsequenz, diesmal
aus L-Aminosiuren bestehend, spezifisch interagieren.*
Solche Spiegelmer-Techniken ermoglichen die Herstellung
funktionaler Peptide, die erhohte Stabilitdt gegen Abbau
durch Enzyme aufweisen und sich in ihren immunogenen
Eigenschaften von den natiirlich vorkommenden Peptiden
unterscheiden.
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Viren gebrauchen fiir ihre Replikation die Transkrip-
tions-/Translationsmaschinerie ihrer Wirtszelle. Kiirzlich
konnte gezeigt werden, dass zusétzliche, nicht in Organismen
verwendete Aminosduren durch Modifikationen des geneti-
schen Codes in den Metabolismus von Zellen eingebracht
werden konnen." Die Verwendung derart modifizierter
Zellen als Wirtszellen fiir virale Oberflachen-Display-Syste-
me ermdglicht es, Polypeptide, die artifizielle Aminosduren
enthalten, auf erwiinschte Funktionalititen zu screenen.*!

4.1.2. Trend in Richtung eukaryoter Systeme

Phagen-Display bietet reichhaltige Moglichkeiten fiir die
Arbeit an Sequenz-Funktions-Beziehungen, hat aber auch
Nachteile. Da Phagen in Bakterien vermehrt werden, sind
Proteine oder Peptide, die an der Phagenoberfldche priasen-
tiert werden, Beschriankungen unterworfen, die in den Me-
chanismen der Proteinexpression in prokaryoten Organismen
begriindet sind. Wegen der chemisch reduzierenden Umge-
bung des bakteriellen Zytoplasmas ist es oftmals nicht mog-
lich, Proteine mit korrekt ausgebildeten Disulfidbriicken zu
erhalten. Eukaryotische Glykosylierungsmuster, oftmals fiir
die spezifische Funktionalitdt von Proteinen von grofler Be-
deutung,™ sind nicht prisentierbar.”

Diese Beschridnkungen konnen durch Verwendung von
Displaysystemen, die eukaryotische Zellen verwenden (virale
Oberfliachen-Display-Systeme auf Basis eukaryoter Viren
oder direktes Zelloberflichen-Display) umgangen werden.
Obwohl Rhinoviren®™! und Adeno-assoziierte Viren®” als
Oberfliachen-Display-Systeme etabliert wurden, werden
meist lipidumhiillte eukaryote Viren wie Baculoviren,™
murine Leukimieviren® und Vogel-Leukoseviren™! als
Displaysysteme verwendet. Zusitzlich zum Screening der
viralen Partikel ist es bei lipidumhiillten Viren auch moglich,
auf der Ebene der infizierten Zellen zu screenen, da diese die
viralen Membranproteine an ihrer Oberfldche prisentieren.
Obwohl sich Displaysysteme auf Basis eukaryoter Viren im
Vergleich zu Phagen-Display-Systemen erst in einem frithen
Stadium der Entwicklung befinden und in Bezug auf die
Grofle der zu screenenden Nukleinsdure-Bibliothek limitiert
sind, werden sie aller Voraussicht nach dank ihrer Féhigkeit,
eukaryote Proteine authentisch darzubieten, breite Verwen-
dung finden.

Die Limitierung eukaryoter Systeme beziiglich der Grofie
der zu screenenden Nukleinsidure-Bibliothek kann bis zu ei-
nem gewissen Grad umgangen werden, indem man die
Qualitit der zugrundeliegenden Bibliothek verbessert.”®
DNA-Shuffling und &hnliche Methoden, die auf In-vitro-
Rekombination verwandter Nukleinsduresequenzen basie-
ren, ermoglichen den Aufbau von Bibliotheken, die im Ver-
gleich zu randomisierten Sequenzbibliotheken ein Vielfaches
an sinnvollen Sequenzvariationen beinhalten.”! Diese Me-
thode, hauptséchlich zur Optimierung von Enzymen fiir in-
dustrielle Anwendungen im Einsatz, wurde zur Verbesserung
viraler Gentherapie-Vektoren zum Zweck der Verdnderung
ihres Wirtszellspektrums,®™ der verringerten Neutralisation
durch Antikérper™! und der Erhohung ihrer mechanischen
Stabilitat®! verwendet.
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5. Funktionalisierte Viren als Bauteile fiir Komposit-
materialien

In Form unspezifischer Adsorbate mit verschiedenen
Substraten (wie ELISA-Platten oder Latex-Partikeln fiir im-
munologische Tests) werden Viren als Bestandteile kom-
merziell erhiltlicher Produkte seit geraumer Zeit verwendet.
Eine selektive Immobilisierung an Oberflachen wird moglich,
wenn diese mit Substanzen beschichtet werden, die spezifisch
mit einem Bestandteil des Virus interagieren konnen. Diese
Moglichkeit wird z.B. in immunchromatographischen Me-
thoden zur Aufreinigung von Viren wie auch in Protokollen
zur Selektion von Viren bei kombinatorischen Techniken
genutzt.®!l ITn Kombination mit Mikro- oder Nanostrukturie-
rungstechniken® wie Mikrokontaktdruck,’ Dip-Pen-Na-
nolithographie,® Langmuir-Blodgett-Lithograpie,® Mo-
lecular Combing!®! und #hnlichen Methoden wird die Er-
zeugung zweidimensionaler Virenanordnungen in gréBeren
Abmessungen moglich. Antikorper,'” Avidin,'®®! immobili-
sierte DNA®! oder chemisch reaktive Gruppen!” als ver-
bindende Elemente wurden bereits fiir die selektive Bindung
von Viren an Oberfldchen verwendet.

Viren konnen auch in dreidimensionalen Strukturen an-
geordnet werden. Aus Viren bestehende Kristalle wurden als
Template fiir die Synthese von Materialien eingesetzt.™!
Manche Viren bilden durch Zentrifugation oder Sedimenta-
tion regelmiBige Anordnungen und wurden fiir den Aufbau
photonischer Kristalle verwendet.” Aus Lipidschichten und
Bakteriophagen konnten lamellare Strukturen erzeugt wer-
den.[” Die Aggregation viraler Partikel kann iiber die Tem-
peraturabhingigkeit der Paarung kovalent an Viren gekup-
pelter Oligonukleotide gesteuert werden.’ Durch die Ver-
wendung von Pickering-Emulsions-Techniken kénnen Viren
an der Ol-Wasser-Grenzfliche angeordnet werden.” Durch
anschlieSende chemische Vernetzung entstehen Tropfchen im
Mikrometerbereich mit virendhnlicher Oberfldche.

Die Anwendung dieser Techniken auf Viren, deren
Oberfliche mit molekularbiologischen Methoden verindert
wurde, bietet duflerst vielféltige Moglichkeiten, um Oberfl4-
chen mit funktionalen Polypeptiden auszustatten.

Filamentose M13-Phagen wurden mithilfe der Oberfli-
chen-Display-Technik auf die Bindung anorganischer Mate-
rialien hin selektiert und als Template fiir die Keimbildung
und das nachfolgende Kristallwachstum dieser Materialien
genutzt."” Die resultierenden stibchenformigen anorgani-
schen Bauteile konnten zu Fasern, Filmen und fliissigkristal-
linen Materialen angeordnet werden.””! Ebenso konnten
verzweigte Strukturen realisiert werden.”™! Auf diese Weise
erzeugte Nanodrihte konnten in elektronischen Funktions-
einheiten Verwendung finden.

Viren wurden auch als Komponenten von Polyelektro-
lytmultischichten auf flachen Substraten verwendet, wobei
die Layer-by-Layer-Technik eingesetzt wurde.” Durch An-
bindung geladener filamentoser M13-Phagen in Kompetition
mit schwachen Polyelektrolyten als oberste Schicht wurde
eine fliissigkristalline Monoschicht aus Viren erzeugt.™ Die
Dichte dieser Schicht ist abhéngig von der Ladung der viralen
Partikel, die iiber den pH-Wert des Mediums einstellbar ist.
Dieses Konzept wurde auf metallisierte Virenpartikel zur
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Produktion diinner und flexibler Elektrodenmaterialien fiir
Lithiumionenbatterien iibertragen.®!!

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet von viralen
Oberflachen-Display-Strategien betrifft das Design von
Schnittstellen zur biologischen Welt. Viren mit maf3ge-
schneiderten Oberfldchen konnen hier Verwendung finden.
In phagenbasierten Mikroarraytechniken werden anstelle
proteinhaltiger Losungen oberflichenmodifizierte Bakterio-
phagen als Einfang-Agentien fiir Biomarker verwendet.
Ebenso konnen solche Phagen, dhnlich eines sekundéren
Antikorpers in der ELISA-Technik, als Detektionsagens
verwendet werden. Uber Immun-PCR kann das Genom ge-
bundener Phagen direkt fiir die Signalverstdrkung herange-
zogen werden.® Kiirzlich konnte die Eignung von Phagen-
Mikroarrays zur Diagnose von Brust- und Prostatakrebs
nachgewiesen werden.™ Dafiir wurden oberflichenmodifi-
zierte Phagen auf Bindung an Autoimmunantikorper in den
Seren von Krebspatienten selektiert und fiir die Herstellung
des Biochips verwendet (siche Abbildung 3). Da bereits
nachgewiesen wurde, dass Proteine in konventionellen Mik-
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roarraytechniken durch oberflichenmodifizierte virale Par-
tikel ersetzt werden konnen, ist anzunehmen, dass diese in
Zukunft verstdrkt als Bauteile fiir Schnittstellen zwischen
technischen Materialien und biologischen Systemen zum
Einsatz kommen werden.

Ein natiirlicher Weg, um Viren in Grenzfldachen zu inte-
grieren, besteht darin, die Fusionsaktivitdt lipidumhiillter
Viren gegeniiber Lipidmembranen zu nutzen (siche Abbil-
dung 3). Lipidmembranen konnen auf eine Vielzahl von
Unterlagen wie z.B. Glas oder Polymerkissen aufgebracht
werden. Werden Polyelektrolytmultischichten als Unterlage
fiir Lipidfilme verwendet, lasst sich die Multifunktionalitét
der LbL-Technik mit den zusitzlichen Moglichkeiten, die
Lipidschichten bieten, kombinieren. Lipidumbhiillte Viren, die
ihre Wirtszellen tiber den endosomalen Weg infizieren, fu-
sionieren mit Lipidmembranen unter leicht sauren Bedin-
gungen. Die Fusion eines solchen Virus mit einer auf einem
Substrat gespreiteten Lipidschicht kann daher durch Absen-
ken des pH-Wertes induziert werden. Durch Nutzung kol-
loidaler, mit Polyelektrolytmultischichten versehener Parti-

virenbeschichtete LbL-Kolloide

Durchflusszytometrie
présentieren funktionale Peptide ¥

kolloidaler
Array

Farbcodierung

' Fusion Slgnal

saurer pH

i
\.-.,

g
§r®%

=

;"f%.!\h

lipidbeschichtete
LbL-Kolloide

Infektion von
ertszellen

\@\ %’

oberflichenmodifiziertes Virus
mit funktionalem Peptid

Virus-Produktion

Abbildung 3. Links: Herstellung eines Phagen-Mikroarrays zur Detektion prostatakrebsspezifischer Autoimmunantikérper in Seren. Eine cDNA-
Bibliothek, die aus von Prostatakrebsgewebe isolierter mRNA aufgebaut wurde, wird in einen Phagenvektor insertiert, und die oberflichenmodifi-
zierten Bakteriophagen werden in E. coli produziert. Uber mehrere Selektionsrunden werden zuerst an Seren gesunder Spender bindende Viren
entfernt und nachfolgend an Seren von Krebspatienten bindende vermehrt. Einige der selektierten Phagen werden auf ein Glassubstrat gedruckt.
Nach Inkubation dieses Biochips mit Patientenserum und nachfolgend mit einem antihumanen fluoreszenten 1gG-Antikérper kann die Autoanti-
korpersignatur des Patientenserums fir die Diagnose ausgelesen werden.®*! Rechts: Ein ahnliches Verfahren fur die Herstellung eines kolloidalen
Partikel-Arrays zur Detektion viraler Antikérper in Seren. Lipidumbhiillte Viren, die mit Lipidmembranen im sauren pH-Bereich fusionieren, kénnen
als Bauteile verwendet werden. Native oder oberflichenmodifizierte Viren, die durch rationale Manipulation oder Oberflachen-Display-Techniken
erzeugt wurden, werden mit lipidbeschichteten LbL-Kolloiden fusioniert. Die Kolloide kénnen durch den Einbau von mit Fluoreszenzfarbstoffen
markierten Polyelektrolyten farblich codiert werden.®*#!
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kel als Unterlage fiir die Lipidbeschichtung kénnen Kompo-
site mit virendhnlichen Oberflichen erzeugt werden, die
durch Variation der verwendeten Polyelektrolyte mit zuséitz-
lichen Funktionalititen ausgestattet werden konnen.™ Diese
Kolloide prasentieren die viralen Hiillproteine, native wie
gentechnisch verdnderte, authentisch an ihren Oberfla-
chen.®! Als Beispiel fiir die Kombinierbarkeit der Layer-by-
Layer-Technik mit viralen Funktionen wurde ein kolloidaler
Array fiir die simultane Detektion viraler Antikorper in Se-
ren hergestellt.®

6. Ausblick

Viren konnen als Nanopartikel gesehen werden, die viele
Freiheitsgrade in Bezug auf das Design ihrer Oberfldchen-
eigenschaften bieten. Zur Erzeugung dieser zusédtzlichen
Funktionalititen konnen Biokonjugationsmethoden oder
molekularbiologische Methoden genutzt werden. Virales
Oberflachen-Display ist eine sehr vielseitige kombinatorische
Technik, um neue funktionale Polypeptide, die an viralen
Oberfldachen prasentiert sind, zu evolvieren.

Eine auf dem Design des genetischen Codes basierende
Virentechnologie wird sich in naher Zukunft duferst schnell
entwickeln. Der enorme Fortschritt in der chemischen Syn-
these von Nukleinsduren wurde bereits genutzt, um ganze
virale Genome synthetisch herzustellen.®”! Zusitzlich er-
moglicht ein wachsendes Verstdndnis der Funktion viraler
Nukleinsduresequenzen die systematische Neugestaltung vi-
raler Genome, wie unldngst durch die Erzeugung des Phagen
T7.1 gezeigt werden konnte.®™ Das genetische Engineering
von Viren steht in Analogie zur Produktion von Software, da
Codes kostensparend multipliziert, zu einem kiinstlichen
Genom zusammengefiigt und anschlieend in der zelluldren
Maschinerie verarbeitet werden konnen. Kollektionen stan-
dardisierter genetischer Elemente sind bereits im Aufbau
begriffen.®

Proteine, die in Kompositmaterialien als funktionale
Elemente Verwendung finden, konnen in vielen Féllen durch
dementsprechend oberflichenmodifizierte virale Partikel er-
setzt werden. Diese Alternative kann insbesondere von Vor-
teil sein, wenn die betreffende Anwendung auf dem Zusam-
menspiel vieler unterschiedlicher Funktionalitidten beruht.
Neue Entwicklungen in der Mikrofluidik™ konnten die par-
allele Produktion einer Vielfalt oberflichenmodifizierter Vi-
ren bei vertretbarem Aufwand ermoglichen. Obwohl sich
dieses Feld noch in den Anféngen befindet, scheint die au-
tomatische parallele Produktion viraler Bausteine durch
Fortschritte, die von Chip-basierter DNA-Manipulation® bis
zu Zellkulturtechniken” reichen, in greifbarer Nihe.

Diese Arbeit wurde durch ein Projekt der Deutschen For-
schungsgemeinschaft (DFG) (DO 410/4-1) unterstiitzt. Wir
danken Paula Pescador fiir kritisches Lesen des Manuskripts,
Bernhard Benke fiir das Anfertigen des Bildmaterials und Elke
Papp fiir Hilfe bei der Ubersetzung.
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