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1 Einleitung

1.1 AIDS

Im Jahr 1981 wurde in einem Bericht der CDC, der zentralen Seuchenbehorde der USA,
eine auffillige Zunahme zweier seltener Krankheiten dokumentiert: eine Form der
Lungenentziindung, ausgelost durch Pneumocystis carinii, und ein ungewohnlicher
Hauttumor, das Kaposi-Sarkom (Centers for Disease Control, 1981). Das Immunsystem
der Patienten, die unter diesen Krankheiten litten, war geschidigt. Ein Jahr spiter erfolg-
te die offizielle Benennung der Krankheit als ,erworbenes Immunschwichesyndrom*
(acquired immune deficiency syndrome, AIDS). 1983 wurde der fir diese Krankheit ver-
antwortliche Erreger, das Retrovirus HIV, isoliert und identifiziert (Barre-Sinoussi et al.,
1983).

Seit Entdeckung des Virus wurden weltweit mehr als 60 Millionen Menschen mit HIV
infiziert. Allein 2004 stieg die Zahl der Menschen, die mit HIV leben, weltweit auf
39,4 Millionen an, mit einer Rate von 13.500 Neuinfizierten pro Tag. Rund 3,1 Millionen
Menschen sind 2004 an den Folgen ihrer HIV-Infektion gestorben, davon allein
2,3 Millionen in Afrika. In einigen Lindern Zentral- und Sudafrikas scheint HIV aufder
Kontrolle zu geraten. Hier leben 064 % aller HIV-infizierten Menschen, das sind
24,5 Millionen Menschen. AIDS ist in den sudlich der Sahara gelegenen Staaten bereits
Todesursache Nummer 1 geworden (UNAIDS, 2004).

AIDS ist nach wie vor hauptsichlich eine Erkrankung der Zweiten und Dritten Welt.
Lediglich 1,6 Millionen der tiber 39 Millionen lebenden HIV-infizierten Menschen sind
Bewohner der westlichen Industriestaaten (UNAIDS, 2004). Dieser kleine Anteil hat auf
Grund funktionierender Gesundheitssysteme die Moglichkeit, eine dem aktuellen wis-
senschaftlichen Standard entsprechende Kombinationstherapie (Cooper, 1996) zu erhal-
ten. Die Fortschritte in der HIV-Forschung, namentlich die ziigige Entwicklung von
Medikamenten, hat zu einer erheblichen Lebenszeitverlingerung der Betroffenen
gefiihrt. Das Auftreten von AIDS wird hinausgezogert, die Krankheit ist behandelbar
geworden. Diese Situation fihrt aber gerade in diesen Lindern zu einer deutlichen
Abnahme der VorsichtsmaSnahmen. Die Menschen wihnen sich scheinbar in Sicherheit.
So stieg die Zahl der Erstdiagnosen 2004 in Deutschland im Vergleich zu den vergange-
nen Jahren leicht an und lag am Ende des Jahres bei 2000 (Robert Koch Institut).

Trotz der Behandlungserfolge seit Mitte der 90er Jahre ist AIDS immer noch eine tod-
liche Krankheit. Die medizinische Forschung hat zwar grofde Fortschritte gemacht, ein
wirkliches Heilmittel gibt es aber noch nicht.

1.2 Molekularbiologie des HIV

Das HI-Virus ist ein Retrovirus, der zur Familie der Lentiviren gehort (Lever, 1995). Die
Viren dieser Familie sind in ihrem Aufbau und hinsichtlich ihrer Molekularbiologie dhn-
lich.

HIV ist von einer Membran umhillt, die unter anderem zwei virale Glykoproteine,
gp120 und gp41, enthilt. Im Innern bilden die Proteine pl7 die virale Matrix und p24
den charakteristischen konischen Kern (Ganser et al., 1999). Dieser enthilt zwei identi-
sche RNA-Stringe (je 9,8:103 Nukleotide), das an dem Genom assoziierte Protein p9, die
Reverse Transkriptase, die Integrase sowie eine virale Protease (Lever, 1995). Der
Aufbau des Virus ist in der Abbildung 1-1 dargestellt.
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Abb. 1-1: Struktureller Aufbau eines HIV (aus Loffler & Petrides, 1997)

HIV bindet durch ein an der Oberfliche lokalisiertes Glykoprotein (gp120) an T-
Helferzellen und Makrophagen, die den fiir HIV notwendigen Rezeptor CD4 besitzen
(Dalgleish et al., 1984).

Die anschlieSende Fusion mit der Zellmembran, an der ein zweiter Rezeptor auf der
Wirtsmembran beteiligt ist, ermoglicht das Eindringen des Virus in die Zelle (Lever,
1995). Der fiir die Fusion verantwortliche sekundire Rezeptor ist der Chemokinrezeptor
CXCR4 auf T-Helferzellen und CCR5 auf Makrophagen.

Durch reverse Transkription wird die virale RNA in eine komplementire DNA
(cDNA) umgewandelt und mit Hilfe der viralen Integrase in das Genom der Zelle ein-
gebaut. Diese integrierte ¢cDNA, auch Provirus genannt, ermoglicht HIV den Aufbau
einer latenten Infektion. Wihrend dieser Zeit bleibt das Virus inaktiv. Bindet der zellu-
lare Transkriptionfaktor NF-kB an die das Genom des HIV flankierenden Sequenzen
(long terminal repeats, LTR), erfolgt die Transkription der drei Hauptgene gag, pol und
env. Gag enthilt die genetische Information zum Aufbau des Viruskerns, env codiert die
Glykoproteine der Virushiille, die Proteine der Gentranskription und -integration wer-
den durch das Gen pol codiert.

Ein wichtiges Produkt des tat-Gens des open reading frame des HIV-Genoms ist ein
Transkriptionsregulator (Tat), der die Geschwindigkeit der Transkription viraler Gene
durch Bindung an eine Aktivierungsregion (TAR) im LTR erhoht. Es entstehen durch
diese Aktivierung viele Transkripte des HIV-Genoms, die durch anschliefendes
Spleiffen prozessiert werden. Ein ebenfalls durch fat codiertes Protein (Rev) ermoglicht
die Freisetzung der gebildeten genomischen RNA. Diese wird als RNA-Genom in neu
entstehende Viruspartikel verpackt.

Die in das Cytoplasma transportierte RNA wird mittels zelluldrer Faktoren translatiert
(Lever, 1995). Unter anderem entsteht bei der Translation des env die Vorstufe der
Oberflichenglykoproteine, das gp160, welches im Endoplasmatischen Retikulum der
Zelle zu den Proteinen gp41 und gpl120 prozessiert wird (McCune et al., 1988). Diese
Proteine werden in die Membran der Wirtszelle eingebaut (Lever, 1995). Parallel dazu
kommt es im Innern der Zelle zur Assemblierung des HIV-Kerns und anschlieBend zur
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Abb. 1-2: Infektionszyklus des HIV (aus Loffler & Petrides, 1997)

Freisetzung von HIV-Partikeln, die gp41 und gp120 auf ihrer Oberfliche enthalten. Der
Infektionszyklus ist aus der Abbildung 1-2 ersichtlich.



1.3 Wechselwirkung zwischen CD4 und gp120

HIV ist ein sehr schnell mutierendes Virus (Lever, 1995),
wodurch sich die Entwicklung von neutralisierenden
Antikorpern gegen die Oberflichenproteine sehr
schwierig gestaltet. Trotz allem muf3 es in der Struktur
des gpl120 konservierte Bereiche geben, welche die
Bindung an CD4 ermoglichen.

Die Polypeptidkette des gpl20 ist in zwei
,Hauptdomidnen“ organisiert, die strukturell nochmals
in kleinere Segmente aufgeteilt sind (Kwong et al.,
1998). Die fiir die Variabilitit der einzelnen HIV-
Staimme verantwortlichen Strukturelemente befinden
sich vor allem in den Loops V3 und V5, welche die zen-
tralen Sekundirstrukturelemente miteinander verbin-
den. Die Glykosylierungsstellen, die ebenfalls eine
Bildung von neutralisierenden Antikorpern gegen HIV
erschweren, befinden sich bei allen Stimmen an der
Oberfliche des gp120.

Das Oberflichenglykoprotein gp120 des HIV bindet

spezifisch an den T-Zellrezeptor CD4 (Dalgleish et al.,
Abb. 1-3: Struktur der Dominen 1984)
CD4-D1D2 (Quelle: PDB ID 1GCD), ’
D1 (blaw), D2 (cyan)

Abb. 1-4: Wechselwirkung zwischen CD4 und gp120 (aus Kwong ef al., 1998): a) Struktur des Komplexes
des gp120 (grau) mit CD4 (blauw); b) Schematische Darstellung der an der Wechselwirkung beteiligten
Sekundirstrukturen (gp120: einfache Linie; CD4 doppelte Linie); ¢) Wechselwirkung zwischen CD4 und
¢p120 im Bereich der Aminosiuren Phe43 und Arg59 des CD4
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CD4 ist ein aus 435 Aminosiureresten bestehendes Transmembranprotein (Maddon et
al., 1985). Es gliedert sich in vier immunglobulindhnliche, extrazellulire Dominen, eine
hydrophobe Transmembranhelix und eine kleine cytoplasmatische Domine (Perutz,
1992). Die Abbildung 1-3 zeigt die zwei duflersten der extrazelluliren Dominen.

Die Rolle des CD4 im Immunsystem besteht in der Erkennung der antigenprisentie-
renden MHC-Klasse-II-Proteine. Diese Bindung fihrt intrazellulir zur Aktivierung einer
Tyrosin-Kinase, die wiederum eine Phosphoinositolkaskade zur Aktivierung der T-
Helferzellen auslost. Aktivierte T-Helferzellen sezernieren Interleukine, das sind lokal
wirkende Proteinhormone, um die Proliferation von B-Zellen anzuregen (Janeway et al.,
2002).

Fur die Wechselwirkung mit gp120 ist die erste extrazellulire Domine des CD4 (D1)
notwendig (Perutz, 1992; Kwong et al., 1998; Abb. 1-4a). Die Dissoziationskonstante
dieses Komplexes betrigt 5 nM (Myszka et al., 2000).

D1 bindet an gp120 mit seinen positiv geladenen Aminosduren in einer negativ gela-
denen Vertiefung zwischen der inneren und dufleren Domine des gpl20. Diese
Bindung beruht vor allem auf ionischen Wechselwirkungen, van der Waals-
Interaktionen und Wasserstoffbriicken, an denen 22 Aminosiurereste des CD4 und 26
Reste des gp120 direkt beteiligt sind.

Die Kontakte zwischen den Proteinen bestehen zwischen den Resten 25 bis 64 des
CD4 und verteilen sich uber sechs Segmente des gpl20. Die wichtigsten
Wechselwirkungen bilden sich zwischen Phenylalanin 43 und Arginin 59 des CD4 und
den konservierten Aminosiureresten Aspartat 368, Glutamat 370 und Tryptophan 427
des gp120 aus (Abb. 1-4b und o).

Durch die Bindung des CD4 erfolgt eine Konformationsinderung des gp120, die ein
Epitop fiir die Bindung des sekundiren Rezeptors CXCR4 fir T-Helferzellen bzw. CCR5
fur Makrophagen offen legt (Lever, 1997). Diese Bindung ist ein wichtiger Schritt fir die
Fusion des Virus mit der Zellmembran.

1.4 Therapiekonzepte fiir HIV

1.4.1 Die Kombinationstherapie

Die genaue Kenntnis der Biologie des Virus ermoglicht die gezielte Entwicklung thera-
peutischer Strategien zur Hemmung der Virusentwicklung.

Die Vermehrung des HI-Virus fithrt proportional zur Eliminierung von infizierten
Zellen und damit zu einer Schidigung des Immunsystems, in dessen Folge AIDS auftre-
ten kann. Mehrere Schritte kennzeichnen den relativ komplexen Infektionszyklus und
geben damit die Chance zu einer effektiven Virusbekimpfung (Abb. 1-5).

Seit der Veroffentlichung zweier wichtiger Studien — Delta und ACTG-175 — steht fest,
dass die antiretrovirale Therapie grundsitzlich eine Kombinationsbehandlung sein soll-
te (Cooper, 1996). Diese Behandlung erfolgt mindestens mit drei verschiedenen
Medikamenten. In der Regel werden zwei nukleosidartige Reverse Transkriptase-
Hemmer entweder mit einem Proteasechemmer oder einem nicht-nukleosidartigen
Reverse Transkriptase-Hemmer kombiniert.

Problematisch fiir eine angewandte Kombinationstherapie ist die Resistenz-
entwicklung gegen die verwendeten Medikamente. HIV verfuigt nicht tiber wirksame
Reparaturmechanismen. Fehler auf genetischer Ebene fiihren zu minimalen Verinde-
rungen in den Proteinen der Virusnachkommen. Da die antiretroviralen Medikamente
hochspezifisch wirken, konnen kleine Verinderungen des HIV zu einer Wirkungsver-
minderung oder einem Wirkungsverlust der Medikamente fiihren.



Abhilfe in dieser Problematik verspricht der Einsatz von so genannten Fusionshemmern.
Deren Anwendung verhindert die Infektion mit HI-Viren durch Blockierung konservier-
ter Bindungsstellen fiir gp120 und gp41 auf den Zielzellen (Shuwen et al., 2005).

Die anfangs gehegten Hoffnungen auf eine vollstindige Entfernung des Virus aus
dem infizierten Korper haben sich jedoch bei keinen Ansitzen erfillt. Deshalb ist die
Entwicklung neuer Systeme zur HIV-Therapie weiterhin notwendig.

=
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Abb. 1-5: Mogliche Angriffspunkte einer HIV-Therapie im Laufe des Infektionszyklus des HI-Virus
(Quelle: www . hiv-leitfaden.de)

1.4.2 Therapieentwiirfe

Ein Ansatzpunkt moglicher HIV-Therapien ist die Eliminierung der infizierten Zellen, um
die Vermehrung des Virus zu inhibieren.

Der potenzielle Wirkstoff fiir eine solche Anwendung sollte zum einen aus einer
zytotoxischen Komponente bestehen, zum anderen eine zellerkennende Funktion
haben, um die Spezifitit des Proteins zu gewihrleisten.

Die zytotoxischen Bestandteile solcher Systeme stellen oft Derivate von Protein-
toxinen dar, welche aus Pflanzen, Bakterien oder Pilzen stammen und im Zytosol der
Zielzellen die Proteinbiosynthese inaktivieren bzw. die Apoptose induzieren. In einigen
Ansitzen wurde die Zytotoxizitit von Derivaten des Pseudomonas Exotoxins sowie der
A-Kette des Pflanzentoxins Ricin an HIV-infizierten Zellen gezeigt (Till et al., 1988; Root
et al., 2003).

Die Oberflichenglykoproteine gp120 und gp41 des HI-Virus werden im Laufe der
HIV-Infektion auf infizierten Zellen exponiert. Zur zelltypspezifischen Adressierung
eines Proteintoxins ist im Falle einer HIV-Therapie die Fusion mit Proteinen notwendig,
welche diese Oberflichenglykoproteine erkennen. Oft werden Varianten des humanen
T-Zellrezeptors CD4 bzw. gp41 erkennende Peptide fiir solche Ansitze verwendet (Root
et al., 2003; Chaudhary et al., 1988).

Der Einsatz von genetisch fusionierten, rezeptorspezifischen Zytotoxinen auf HIV-
infizierten Zellen zeigt die Inhibierung der Replikation der HI-Viren (Chaudhary et al.,
1988; Tsubota et al., 1990; Ashorn et al., 1990) sowie die Eliminierung gp120 bzw. gp41
exponierender Zellen (Root et al., 2003; Till et al.,1988).

Die Entwicklung gentherapeutischer Systeme eroffnet weitere Moglichkeiten zur
Therapie HIV-infizierter Zellen.
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1.4.3 Gentherapie

Gentherapie ist zu einem wichtigen Forschungsgebiet der molekularen Medizin gewor-
den. Mit ihr lassen sich angeborene genetische Defekte durch Einfiigen des intakten
Genabschnittes in die betreffenden Zellen korrigieren, andererseits ist es durch spezifi-
sches Einbringen bestimmter Gene moglich, Tumorzellen bzw. virusinfizierte Zellen zu
eliminieren (Anderson, 1998).

Gentherapie kann auf zwei verschiedenen Wegen erfolgen. Die zu therapierenden
Zellen werden bei der ,ex vivo“-Therapie aus dem Korper entnommen und das notwen-
dige genetische Material wird mit Hilfe eines Vektorsystems in diese Zellen eingefiihrt.
Die therapierten Zellen werden anschlieffend in den Korper retransplantiert.

Eine zweite Moglichkeit, die ,in vivo“-Therapie, erfolgt tiber direkte Injektion der
nackten bzw. in einem Vektorsystem verpackten DNA in den betreffenden Organismus
(Blau & Khavari, 1997). Durch zelltypspezifische Adressierung tiber Rezeptor-Liganden-
Wechselwirkungen bzw. das Einbringen zellspezifischer Promotoren ist es moglich, nur
die zu therapierenden Zellen zu treffen (Barry et al., 1996; Nettelbeck et al., 2000). Die
Art der Behandlung unterscheidet sich hinsichtlich der Vektorsysteme (Verma & Somia,
1997).

Nicht-virale Vektorsysteme ermoglichen beispielsweise durch Kopplung der DNA an
kationische Lipide oder Polylysin den Transport durch die Zellmembran (Felgner et al.,
1987; Zauner et al., 1998). Diese Systeme sind aber wenig effizient bei der Zellaufnahme
und der Expression der entsprechenden Gene.

Eine wesentlich effektivere Moglichkeit des Einbringens der therapeutischen DNA in
Zellen ist die Verpackung in virale Vektoren. Diese Viren konnen so modifiziert werden,
dass sie Zellen infizieren konnen, aber nicht mehr pathogen sind. Zum Teil sind sie
replikationsdefizient (Hermiston, 2002). Aufgrund ihrer natirlich entwickelten
Aufnahmemechanismen konnen diese Vektorsysteme in die Zellen eindringen und die
therapeutische DNA in den Zellkern schleusen.

Solche modifizierten Viren existieren als lenti-, retro- und adenovirale Vektoren
(Verma & Somia, 1997). Sie unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Zielzellen, der Insertion
der DNA, der Expression der therapeutischen Proteine, der Kapazitit des Vektors und
der Menge der zu verabreichenden Vektoren (Effizienz). Ein Problem dieser
Anwendung ist die Wahrscheinlichkeit einer Rekombination mit anderen, gleichzeitig
priasenten viralen Genen. Sie konnte die Pathogenitit eines Virus wiederherstellen oder
eine neuartige potenziell pathogene Virusspezies generieren.

Deshalb ist die Verpackung der DNA in virusanaloge Vektoren eine wichtige
Alternative zu den beschriebenen Vektorsystemen (Kapitel 1.5).

HIV-Gentherapie. Fir eine HIV-Gentherapie gibt es verschiedene Ansatzpunkte, die
der Entwicklungszyklus des HIV vorgibt (Abb. 1-2).

Eine Moglichkeit der Therapie besteht in der Integration einer ribozymcodierenden
DNA in das Genom HIV-infizierter Zellen (Yu et al., 1993; Sarver et al., 1990). Das expri-
mierte Ribozym besitzt eine Erkennungssequenz fiir spezifische HIV-RNA. Durch diese
Sequenz kommt es zur Bindung der Ribozyme an virale RNA und zur katalytischen
Spaltung einer Phosphodiesterbindung in der betreffenden RNA, die dadurch inaktiv
wird. Durch diese Behandlung erfolgt in Zellkulturexperimenten eine Absenkung der
HIV-Expression um nahezu 95 % (Yu et al., 1993).

Durch die Verwendung von dsRNA-Fragmenten von 21 bis maximal 28 Oligonukleo-
tiden Linge, so genannten small interfering RNAs (siRNAs), wurde in einigen Studien
die Replikation der HI-Viren durch RNA-Interferenz verschiedener HIV-Gene unterbun-
den (Jacque et al., 2002; Surabhi & Gaynor, 2002).

Der Einsatz von DNA-Enzymen, welche spezifisch die mRNA von HIV-Genen erken-
nen, katalytisch spalten und inaktivieren (Santoro & Joyce, 1997), liefert dhnliche



Ergebnisse wie die beschriebenen siRNAs. So kann durch Einbringen eines DNA-
Enzyms gegen konservierte Bereiche des V3-Loops des gp120 die Virusreplikation ver-
ringert werden (Zhang et al., 1999). DNA-Enzyme gegen die RNA der HIV-Proteine Tat
und Rev inhibieren deren Genexpression (Unwalla & Banerjea, 2001).

Eine andere Moglichkeit zur HIV-Therapie ist die intrazellulire Immunisierung.
Durch Expression und Bindung intrazellulir wirkender Antikdrper an HIV-Proteine wird
die Reifung der Viruspartikel verhindert. Die Bildung eines single-chain-Antikorpers
gegen die Vorstufe der Oberflichenglykoproteine gp160 ermoglicht dessen Bindung an
das unprozessierte gp160 im Endoplasmatischen Retikulum (Marasco et al., 1993).
Durch diese Kopplung wird gp160 nicht mehr in die aktiven Formen gp120 und gp41
prozessiert und die Exposition dieser Proteine auf der Oberfliche der Zellen kann nicht
mehr erfolgen.

Die Zerstorung HIV-infizierter Zellen wurde ebenfalls durch Expression toxischer
Proteine untersucht. Das Einbringen des Diphtheria-Toxin-Gens und dessen Expression
storen die Proteinbiosynthese der eukaryontischen Zellen und bewirken den Zelltod
(Harrison et al., 1992).

Ein weiterer potenzieller gentherapeutischer Ansatz ist die Expression transdominan-
ter Proteine. Das sind Proteine, die mit den nativen HIV-Proteinen in der Zelle um
Bindungsstellen an Wechselwirkungspartnern konkurrieren. Diese Proteine sind meist
Mutanten der HIV-Proteine, die in ihrer Funktion verindert wurden, aber ihre nattirli-
che Affinitit zu den Bindungspartnern behalten haben. Durch Expression eines mutier-
ten tat-Gens kommt es zur Konkurrenz zwischen der Mutante und dem Wildtyp Tat um
die Bindung an dessen Bindungstelle in der LTR-Region des HIV-Genoms (Pearson et
al., 1991). Bindet die Tat-Mutante, erfolgt keine Expression des viralen Genoms.
Beschrieben ist ebenfalls die Bildung einer Mutante des Rev (Bahner et al., 1993). Der
Transport der Transkripte ins Cytosol wird durch deren Bindung an die HIV-RNA ver-
hindert und somit die Synthese der HIV-Proteine unterbunden.

Diese erwihnten Ansitze zur HIV-Gentherapie benotigen ein Vektorsystem, welches
im optimalen Fall nur HIV-infizierte Zellen adressiert. Durch die Exposition des gp120
auf der Oberfliche infizierter Zellen wird die Moglichkeit eroffnet, zelltypspezifische
Adressierung mit dem nattrlichen Rezeptor fir HIV, dem CD4, zu erreichen.

Das Prinzip, HIV-infizierte Zellen mit einem CD4-exprimierenden Vektorsystem zu
adressieren, wurde in mehreren Arbeiten gezeigt. In der Arbeitsgruppe um Conzelmann
wurden die Gene der Rezeptorproteine des verwendeten Tollwutvirus durch die CD4-
und CXCR4-codierenden Gene ersetzt. Dieses modifizierte Virus exprimiert CD4 und
CXCR4 auf seiner Oberfliche und infiziert selektiv gpl20-exprimierende Zellen
(Mebatsion et al., 1998).

Eine solche Verinderung der Oberfliche erfolgte ebenfalls an einem Vesikuliren
Stomatitis Virus (VSV). Auch dieses rekombinante Virus infiziert nur gp120-exprimieren-
de Zellen und fihrt durch deren Abtotung zur 104-fachen Senkung des HIV-Titers in
der getesteten Kultur (Schnell et al., 1998).

Die Spezifitit eines solchen Systems zeigt auch der Einsatz eines retroviralen Vektors.
Durch die Exposition des Rezeptors CD4 auf der Oberfliche dieser Viren ist ein zelltyp-
spezifischer Gentransfer in HIV-infizierte Zellen garantiert (Suzuki & Shimada, 2000).

Der Nachteil dieser Ansitze ist die Verwendung von Viren, die durch eine zufillige
Rekombination ihre Pathogenitit wiedererlangen konnten und nicht abschitzbare bio-
logische und 6kologische Risiken bergen.
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1.5 VP1 als modulares Vektorsystem

Eine Alternative zu den beschriebenen Viren ist die Verwendung virusanaloger Partikel
als gentherapeutische Transfersysteme. Das Haupthtillprotein VP1 des Polyomavirus gilt
als potenzieller Kandidat zur Herstellung eines nichtviralen Vektorsystems.

Polyomaviren gehoren der Gruppe der Papovaviren an und haben einen einheitli-
chen Aufbau. Thre Virushiille besitzt eine ikosaedrische Struktur, bestehend aus drei
Proteinen: VP1, VP2 und VP3 (Eckhart, 1991). VP1 bildet Pentamere, welche die
Grundlage virusanaloger Partikel bilden (Abb. 1-6). 72 dieser Pentamere sind in vitro in
der Lage, unter definierten Bedingungen ein Viruskapsid von 45 nm Durchmesser aus-
zubilden (Abb. 1-6a; Salunke et al., 1986).

Diese kunstlichen Virushillen sind die Basis eines modularen Systems, dessen
Bestandteile die fiir ein Vektorsystem erforderlichen Eigenschaften haben und miteinan-
der kombiniert werden konnen (Abb. 1-7).

Abb. 1-6: Struktur von Polyoma-VP1 aus Maus (Stehle 1994, Stehle 1996): a) Die Virushiille ist zusam-
mengesetzt aus 72 Pentameren. b) Die Darstellung eines einzelnen Pentamers in Draufsicht. ¢) Die
Darstellung eines einzelnes Monomers. Der N-Terminus (links) ragt ins Kapsidinnere, der C-Terminus
(rechts) ist fur die Assemblierung wichtig.

Zelltypspezifische Adressierung virusanaloger Partikel. Zur zelltypspezifischen
Adressierung der virusanalogen Partikel wurde eine VP1-Variante entwickelt, welche
durch Verinderung der Oberflicheneigenschaften die Bindung von Targeting-Modulen
ermoglichen sollte.

Die Kapside des VP1-Konstruktes VP1-E8C prisentieren auf ihrer AuBenseite einen
Sequenzabschnitt von 8 Glutamatresten und einem Cystein (Stubenrauch et al., 2000).
Targeting-Module mit positiv geladenen Peptidsegmenten konnen aufgrund ionischer
Wechselwirkung und anschlieBender kovalenter Kopplung durch Disulfidverbriickung
auf der Oberfliche dieser virusanalogen Partikel gebunden werden. Die so fixierten
Proteine gewihrleisten eine zelltypspezifische Adressierung des Gentransfersystems.
Gleichzeitig wurde durch diese Modifikation die Bindungstasche fiir den zelluldren
Rezeptor (Sialylsiure) des VP1 blockiert und die zelltypunspezifische natiirliche
Zellbindung beseitigt (Stubenrauch et al., 2001).

So kann durch Verwendung eines Kapsids, dessen Aufdenseite durch ein Fv-Fragment
des tumorspezifischen Antikorpers B3 maskiert wurde, die gerichtete Transfektion von
Tumorantigen priasentierenden Zellen gezeigt werden (Stubenrauch et al., 2001).

Einschluss von Proteinen und Peptiden. Die Verinderung der N-terminalen Amino-
sauresequenz des VP1 stellt eine weitere Moglichkeit zur Optimierung des modularen
Transfersystems dar. Der N-Terminus von VP1 ragt nach der Assemblierung in das
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Kapsid hinein, so dass durch die Modifizierung des N-Terminus, z. B. durch Anfligen
von Bindungsdominen, Liganden in das Kapsidinnere dirigiert werden koénnen.

Durch Ersetzen des natiirlichen N-Terminus mit einem Proteinbindemotiv, einer WW-
Domine, die eine hohe Affinitit zu Peptiden mit einer Sequenzabfolge PPLPP aufweist
(Parthier, 2005), konnen zielgerichtet Proteine, die solche Peptidsegmente enthalten, in
das Transfersystem verpackt werden (Gunther et al., 2001).

Modulares System,
auf spezielle Anwendung
zugeschnitten

Assemblierung
allen erforderliche

Herstellung einzelner
funktioneller Komponenten

1 2 3 4

Abb. 1-7: Prinzip eines modularen Vektorsystems, basierend auf virusanalogen Partikeln: Alle einzelnen
Komponenten, wie das Therapeutikum, z.B. DNA (1), Pentamere, die das Therapeutikum binden (2),
Pentamere mit Bindungsmodulen fiir Rezeptorbindungsdominen, die eine zelltypspezifische Aufnahme
ermoglichen (3), z.B. Antikorper oder CD4-Rezeptor (4), werden zu einem modularen System, das fir die
jeweilige Anwendung erforderlich ist, in vitro assembliert.

Verpackung von Nukleinsduren. Am N-Terminus befindet sich die DNA-
Bindungsregion des VP1 (Moreland et al., 1991; Ou et al., 2001). Sie entspricht keinem
klassischen DNA-Bindungsmotiv, bindet aber durch elektrostatische Wechselwirkung
sequenzunspezifisch Nukleinsiduren. In die beschriebenen virusihnlichen Partikel kann
so DNA verpackt und in Zellen eingeschleust werden (Slilaty et al., 1982; Braun et al.,
1999; Forstova et al., 1995). Die Analysen der Verpackung von Plasmiden zeigt, dass im
Gegensatz zur natiirlichen Situation (das Polyomavirusgenom hat einen Kodierungsum-
fang von 5kb) nur DNA einer GroRe von ca. 1,6 -2kb verpackt werden kann.
Trotzdem konnen Zellen in vitro und in vivo mit diesen in vitro konstituierten Systemen
transfiziert werden, wenn auch nur mit sehr niedrigen Ausbeuten (Forstova et al., 1995;
Krauzewicz et al., 2000a, b). Zur Erhohung der Effizienz des Gentransfers und insbe-
sondere zur Umgehung der limitierten Verpackung von Nukleinsiuren existieren ver-
schiedene Studien, unter anderen eine zur Steigerung der Verpackungseffizienz von
Plasmid-DNA mit Hilfe von Polylysin (Soeda et al., 1998).

Bindemotive fiir Nukleinsduren. Aufgrund der geringen Transfektionsraten ist der
Austausch der nattirlichen Bindungsstelle fir DNA mit Motiven, welche spezifisch mit
Nukleinsduren in Wechselwirkung treten, ein weiterer Ansatzpunkt zur Optimierung des
modularen Gentransfersystems.

Eine Moglichkeit bietet das Hepatitisvirus. Dessen so genanntes core-Antigen enthilt
eine dem sequenzunspezifisch Nukleinsiuren bindenden Protein Protamin (Gardiner-
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Garden et al., 1998) verwandte Domine aus vier kurzen Sequenzabschnitten, welche
eine Wiederholung der Aminosduresequenz SPXX darstellt (Abb. 1-8a; Hatton et al.,
1992). Diese Sequenzabfolge ist ein in genregulierenden Proteinen vorkommendes
sequenzunspezifisches Bindemotiv fiir Nukleinsduren (Suzuki, 1989).

a) b)
RRRDRGRSP
RRRDRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQ F)SPTRRR
R
RRRSQS
P
QSRRR

Abb. 1-8: Schematische Darstellung der Nukleinsiurebindestelle des Hepatitisvirus. a)
Aminosiuresequenz der Nukleinsdurebindestelle des Hepatitis-B-Virus (Hatton et al., 1992). b) Schema-
tische Darstellung der Sekundirstruktur der protaminidhnlichen Region aus dem Hepatitis B core-Antigen.
N: N-Terminus, C: C-Terminus der Region, I-IV: Bezeichnung der Motive.

Das Motiv SPXX vermittelt aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung mit den basi-
schen Aminosiureresten (XX) die Assoziation zur Nukleinsiure. Die Bindung zwischen
Protein und Nukleinsdure wird durch Wasserstoffbriicken zwischen der kleinen Furche
der DNA und dem Wasserstoft der Aminogruppe des Serins erreicht. Das Prolin des vor-
gestellten Bindungsmotivs bewirkt die Ausbildung eines B-turns, der die Orientierung
der Nukleinsiure an das Protein beglinstigt (Abb 8-1b; Kopka et al., 1987).

Die Modifikation des N-Terminus des VP1 mit einem Nukleinsiurebindemotiv konn-
te die Affinitit des VP1 zu Nukleinsduren erhohen, die Verpackung von DNA effizien-
ter gestalten und die Transfektionseffizienz des Gentransfersystems optimieren.

Die Kombination des Konstrukts zur zelltypspezifischen Adressierung und einer
Nukleinsdure bindenden VP1-Variante eroffnet die Moglichkeit, dieses Transfersystem
fur eine HIV-Therapie zu verwenden. Durch Kopplung eines gp120 bzw. gp41 erken-
nenden Moduls auf der Oberfliche von VP1 und der Verpackung von therapeutisch
relevanten Genen konnen eine zielgerichtete Adressierung dieser Partikel und eine spe-
zifische Therapie HIV-infizierter Zellen erreicht werden.

1.6 Ziele dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollte ein in verschiedenen Therapieansitzen einsatzfihiges Targeting-
Modul fir HIV-infizierte Zellen entwickelt werden.

Dazu sollte die Herstellung verschiedener Derivate des humanen HIV-Rezeptors
(CD4) erfolgen. Fur die Bindung des HI-Virus auf den T-Helferzellen ist ausschlieBlich
die N-terminale Domine (D1) des CD4 relevant (Kwong et al., 1998). Diese Domine
kann in Therapieansitzen als Fusionshemmer fungieren und die Bindung des HI-Virus
an die Zielzellen durch Kompetetion der Bindungsstellen auf dem Virus inhibieren
(Abb. 1-9; Traunecker et al., 1988; Hussey et al., 1988; Deen et al., 1988; Fischer et al.,
1988). Basierend auf der rekombinanten Expression von D1 in Escherichia coli, sollte
ein Verfahren entwickelt werden, welches die Produktion des Proteins in grofden
Mengen und hoher Qualitit ermoglicht.

Durch Anfiigen eines polyionischen Fusionspeptides von 8 Argininresten und einem
zusdtzlichen Cystein (Richter et al., 2001) an die Sequenz des D1 sollte die Moglichkeit
eroffnet werden, diese CD4-Variante (D1R8C) durch ihr C-terminales Peptidsegment an
ein geeignetes Derivat des Pseudomonas Exotoxin (Kleinschmidt et al., 2003) kovalent
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Abb. 1-9: Verschiedene Modelle zur HIV-Therapie unter Verwendung der in dieser Arbeit hergestellten
Module
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zu binden und somit ein zelltypspezifisches targeting des chimeren Proteins an gp120
exponierenden Zellen zu erreichen (Abb. 1-9).

Die Konstrukte sollten hinsichtlich ihrer Funktionalitit, Struktur und Stabilitit charak-
terisiert werden.

Ein weiterer Therapieansatz konnte auf der Kopplung des D1R8C an virusanaloge
Partikel des Polyoma VP1 beruhen, um einen zelltypspezifischen Gentransfer in HIV-
infizierte Zellen zu ermoglichen (Abb. 1-9).

Problematisch fiir diese Anwendung ist allerdings die geringe Transfektionseffizienz
des Vektorsystems. Ursache hierfur ist moglicherweise eine limitierte Effektivitit der
Verpackung von Nukleinsduren in die Partikel. Deshalb sollten in weiteren Arbeiten
durch Ersetzen des natiirlichen N-Terminus mit einem Bindemotiv fir Nukleinsduren die
Eigenschaften der virusanalogen Partikel als gentherapeutisches Vektorsystem verbes-
sert werden. Als ein solches Bindemotiv wurde das SPXX-Motiv des Hepatitis-B-Virus
gewihlt (Hatton et al., 1992). Die zu entwickelnden Konstrukte sollten rekombinant in
Escherichia coli hergestellt und hinsichtlich ihrer Affinitit zu Nukleinsiuren charakteri-
siert werden.






2 Material

2.1 Chemikalien

Tab. 2-1: Verwendete Chemikalien

Produkt

Bezugsquelle

2-Mercaptoethanol

29,2 % Acrylamid / 0,8 % N,N'-Methylenbisacrylamid
37,5 % Acrylamid / 1 % N,N'-Methylenbisacrylamid

Aceton

Acetonitril

Adenosin

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumsulfat
Ammoniumperoxodisulfat, APS
Ampicillin

L-Arginin

L-Asparagin

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blau G250
Cumarinsidure

Cytidin
N-Ethyl-N-Carbodiimid, EDC
Ethylendiamintetraacetat, EDTA
Ethylenglycoltetraacetat, EGTA
Essigsdure

Ethanol

Ethanolamin

Ethidiumbromid

FACS Flow™

Formaldehyd

Fungizone Antimycotic
Geneticin

Glucose

L-Glutamin

Glutathion (reduziert/oxidiert)
Glycerol

Glycin

Guanidiumchlorid, GdmCI
Guanosin

Hefeextrakt, zur Fermentation
Hefeextrakt

N-2-Hydroxylethylpiperazin-N'-2-Ethansulfonsidure

N-Hydroxysuccinimid, NHS
Todacetamid

Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)
Biozym (Hess. Oldendorf)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Ajinomoto Co. (Tokio, Japan)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Biacore AB (Freiburg)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, USA)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

BD (Erembodegem, Belgien)
Fluka (Buchs, CH)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (St. Louis, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Nigu Chemie GmbH
Sigma (St. Louis, USA)
DHW GmbH (Hamburg)
Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)
Biacore AB (Freiburg)
Sigma (St. Louis, USA)
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Tab. 2-1: Verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Produkt

Bezugsquelle

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranosid, IPTG
Kaliumchlorid
Di-Kaliumhydrogenphosphat
Kanamycin

Kodak GBX-Entwickler

Kodak GBX-Fixierer

Kupferchlorid

Luminol

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

MEM-Earles ohne L-Glutamin

MEM Nichtessentielle Aminosduren (100x)
L-Methioninsuloximin
Dimethylsulfoxid, DMSO
Natriumbicarbonat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat, SDS
Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid

Natriumpyruvat
Phenylmethylsulfonylfluorid, PMSF
Phosphorsiure 85%

PLURIOL® P2000

Polyethylenglykol 35.000

Salzsdure, HCI

Silbernitrat

Sequagel™ XR
Di-Thio-bis-(2-nitro)-benzoesiure, DTNB
Di-Thiothreitol, DTT

Thymidin

Trichloressigsaure, TCA
Trifluoressigsdure, TFA
N,N,N',N'-Tetramethyldiamin, TEMED
Tris-(hydroxymethyD-aminomethan, Tris
Triton X-100

Trypton

Tween®20

Uridin

Wasserstoffperoxid

Merck (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Fluka (Buchs, CH)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
ICN (Eschwege)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, USA)
Sigma (St. Louis, USA)
Laborchemie (Apolda)
BASF (Ludwigshafen)
Fluka (Buchs, CH)
Merck (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

BIOzym (Hess. Oldendorf)

Sigma (St. Louis, USA)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Applichem (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis, USA)
Applichem (Darmstadt)




2 MATERIAL

2.2 Standards

Tab. 2-2: Verwendeten Standards

Produkt

Bezugsquelle

10 bp DNA-Lingenstandard
100 bp DNA-Lingenstandard
1 kbp DNA-Lingenstandard
LMW-SDS Marker Kit

Invitrogen (Karlsruhe)

New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
Amersham Biosciences (Freiburg)

2.3 Proteine, Enzyme und Peptide

Tab. 2-3: Verwendete Enzyme und Proteine

Produkt

Bezugsquelle

Antikorper
Anti-CBD Serum
Anti-GST Antikorper
Anti-Maus Antikorper
Anti-Rabbit 1gG (H+L)
Anti-VP1 Antikorper
TetraHis AntikoOrper
Peptide
HIV (gp120) Fragment (421 — 438)
HIV (gp120) Fragment (421 —442) Cystein
Proteasen
PreScission Protease
Thrombin
Sequencing Grade Modified Trypsin
Restriktionsenzyme
BamHI
Dpnl
EcoRI
Nbel
Ncol
Ndel
Xbal
Xhol
Sonstige
Benzonase®
Dnasel
Klenow-Fragment (3'-5' exo-)
Pfu-DNA-Polymerase
Shrimp Alkalische Phosphatase
T4 DNA Ligase
T4 Polynukleotid Kinase
Lysozym
Rinderserumalbumin, BSA
VP1CallS-delN

New England BioLabs (Frankfurt)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Dr. J. Winter (MLU, Halle)
Bio-Rad Laboratories (Miinchen)
Dr. S. Gleiter (MLU, Halle)
Qiagen (Hilden)

Bachem AG (Weil am Rhein)
Dr. B. Hartrodt (MLU, Halle)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Sigma (St. Louis, USA)
Promega (Mannheim)

New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)

Merck (Darmstadt)

Sigma (St. Louis, USA)

New England BioLabs (Frankfurt)
Promega (Mannheim)

Promega (Mannheim)

New England BioLabs (Frankfurt)
New England BioLabs (Frankfurt)
Sigma (St. Louis, USA)

New England BioLabs (Frankfurt)
D. Esser (MLU, Halle)

Die Sequenzen der in dieser Arbeit verwendeten Peptide sind im Anhang (Kapitel 8.3) aufgelistet.
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2.4 Bakterienstamme und Zelllinien

Tab. 2-4: Verwendete eukaryontische Zellinien

Produkt ATCC-NTr. ECACC-Nr. Bezugsquelle
CHO-K1 CCL-61 85051005 J. Wulfinger (MLU, Halle)
CHO-WT nicht erhiltlich nicht erhiltlich NIH AIDS Research & Reference

Reagent Program (Rockville)

Tab. 2-5: Verwendete Glycerinkulturen

Produkt Bezugsquelle
BL21(DE3)/pESCPE38 Dr. M. Kleinschmidt (MLU, Halle)
Tab. 2-6: Verwendete E. coli-Stimme

Produkt Genotyp Bezugsquelle

TOP10 E. coli F", mcrA Invitrogen (Karlsruhe)

(mrr-hsdRMS-mcrBC)80lacZ
M15 lacX74 recAl ara 139
(ara-len) 7697 galU galK rpsL
(StrR)endA1 nupG
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL E. coli B F- ompT hsdS(rB- mB~)  Stratagene (Amsterdam)
dcm*Tetr gal (DE3) endA Hte

largU ileY leuW Camr]
2.5 Plasmide
Tab. 2-7: Verwendete Plasmide
Produkt Bezugsquelle
pET-15b Novagen (Schwalbach)
pET-21a (+) Novagen (Schwalbach)
pET-21a (+)-Intein-VP1-3C Dr. U. Schmidt (MLU, Halle)
pGEX-2T Amersham Biosciences (Freiburg)
pGEX-6P Amersham Biosciences (Freiburg)
pT7TCD4 Dr. K.-K. Conzelmann (Miinchen)

Fine Ubersicht tiber die im Laufe dieser Arbeit hergestellten Plasmide befindet sich im
Anhang (Kapitel 8.0).

2.6 Gerite

Die folgende Tabelle 2-8 zeigt die Gerite, die fur die Erstellung der vorliegenden Arbeit
notwendig waren. AuSerdem wurden Gerite der Standardlaborausstattung verwendet.

Tab. 2-8: Verwendete Gerite

Produkt Bezugsquelle
Absorptionsspektrometer
Beckman DU 7400 Photometer Beckman Coulter (Miinchen)
UV-Kivette 6040 10 mm Hellma (Miullheim)

Analytische Ultrazentrifuge
Optima XL-A Beckman Coulter (Miinchen)
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Produkt

Bezugsquelle

Biacore

BIACORE® X

Sensorchip CM4
CD-Spektrometer

Jasco J-810 Spectropolarimeter

UV-Kuvette 110-QS 0,1 mm
Chromatographieeinheiten

AKTAexplorer
DNA-Sequenzer

LI-COR DNA Sequenzer 4000
Durchflusscytometer

FACS Calibur
Elektroporationsgerit

Gene Pulser
Fermentoren

BIOSTAT C-DCU
Fluoreszenzspektrometer

FluoroMax2

FluoroMax3

Fluoreszenz-Kiivette 101-OS 10x10 mm
Homogenisator

Ultra Turrax T25

Micron Lab 40
HPLC-Einheiten

Gynkotec
Semi-Dry-Blotting Apparatur

Hoefer TE 77 SEMI-Dry Transfer Unit
Thermocycler

Master cycler gradient
Ultraschallgerit

Ultraschallprozessor UP 2008

Biacore AB (Freiburg)
Biacore AB (Freiburg)

Jasco Labor- und Datentechnik
GmbH (Grof3-Umstadt)

Hellma (Mullheim)

Amersham Biosciences (Freiburg)
LI-COR Biosciences (Bad Homburg)
BD Bioscience (Heidelberg)
Bio-Rad Laboratories (Miinchen)
Sartorius BBI Systems (Melsungen)
SPEX Instruments (Edison, USA)
SPEX Instruments (Edison, USA)
Hellma (Muillheim)

IKA®-Werke (Staufen)
APV (Mainz)

Gynkotec HPLC (Miinchen)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Eppendorf (Hamburg)

dr.hielscher GmbH (Teltow)

2.7 Saulenmaterialien und Chromatographiesaulen

Tab. 2-9: Verwendete Siulenmaterialien und Chromatographiesiulen

Produkt

Bezugsquelle

Sdulenmaterial
Chitin Beads
NiNTA Agarose
porosHS
porosHQ
SOURCE 15RPC
Chromatographiesiulen
HiPrep 26/10 Desalting
Superdex 75 HR 10/30
Superdex 75 prep grade 150ml
Superdex 200 prep grade 150ml
GST FF 16/10

New England BioLabs (Frankfurt)
Qiagen (Hilden)

Applied Biosystem (Darmstadt)
Applied Biosystem (Darmstadt)
Amersham Biosciences (Freiburg)

Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
Amersham Biosciences (Freiburg)
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Tab. 2-9: Verwendete Siulenmaterialien und Chromatographiesiulen (Fortsetzung)

Produkt Bezugsquelle
Jupiter 5u C5 300° 250 x 4,6 mm 5u micron  Phenomenex (Aschaffenburg)
PR 995051503 FT 150 x 3.0 mm i.D. YMC Europe (Schermbeck)
FC 125/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN Machery-Nagel (Diiren)
SP 250/10 Nucleosil 500-5 C18 PPN Machery-Nagel (Diiren)

2.8 Sonstige Materialien

Tab. 2-10: Sonstige Materialien

Produkt Bezugsquelle

Amicon Ultra-15 PLCC; 5 kDa MWCO Millipore (Schwalbach)
Dialyseschlduche Spectra/Por MWCO 6000-8000 Roth (Karlsruhe)
Desoxynukleotide, dNTP Promega (Mannheim)

Label IT® CX-Rhodamin Mo Bi Tec (Gottingen)
Oligonukleotide Metabion (Planegg-Martinsried)
Proteaseinhibitoren, Complete, EDTA-frei Roche Diagnostics (Mannheim)
Polyvinylidendifluorid-Membran, PVDF-Membran BioTrace (Bridgned, UK)
QIAprep Spin Plasmid Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen (Hilden)

Rontgenflime Retina X-ray XBD 13x18 cm INTAS (Gottingen)

SequiTherm EXCEL II DNA Long Read Sequencing

Texas Red® C2-maleimid Invitrogen (Karlsruhe)

Neubauer-Kammer

Zero Blunt™ TOPO™ PCR Cloning Kit Invitrogen (Karlsruhe)

BIOzym Diagnostik (Hess. Oldendf.)

Marienfeld (Lauda-Konigshofen)

Die Sequenzen der fur diese Arbeit notwendigen Oligonukleotide sind im Anhang
(Kapitel 8.5) aufgefiihrt.

2.9 Zusammensetzung verwendeter Losungen

2.9.1 Puffer fiir die Proteinreinigung

Tab. 2-11: Zusammensetzung der fir die Proteinreinigung verwendeten Puffer

Puffer Zusammensetzung pH
Puffer A 20 mM HEPES; 1 mM EDTA; 100 mM NaC[; 5 % (v/v) Glycerin 8,0
Puffer B 20 mM HEPES; 1 mM EDTA; 2 M NaCl; 5 % (v/v) Glycerin 8,0
Puffer C Puffer A; 30 mM Hydroxylamin; 30 mM DTT 8,0
Puffer D 20 mM HEPES; 1 mM EDTA; 500 mM NaCl; 1 % (v/v) SDS 7,0
Puffer E 20 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; 100 mM NacCl; 5 % (v/v) Glycerin 8,5
Puffer F 20 mM Tris-HCL; 1 mM EDTA; 2 M NacCl; 5 % (v/v) Glycerin 8,5
Puffer G 20 mM HEPES; 1 mM EDTA; 200 mM NacCl; 5 % (v/v) Glycerin; 7,2
50 mM DTT
Puffer H 4,3 mM Na,HPO,; 1,47 mM KH,PO,; 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI 7,3
Puffer J 50 mM Tris-HCl; 10 mM GSH 8,0
Puffer K 50 mM KH,PO,; 50 mM Na,HPO,; 300 mM (NH,),SO,; 5 mM DTT; 8,0
30 % Glycerin
Puffer L 50 mM KH,PO,; 50 mM Na,HPO,; 300 mM (NH,),SO,; 5 mM DTT; 8,0

30 % Glycerin; 2 M NacCl
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Tab. 2-11: Zusammensetzung der fir die Proteinreinigung verwendeten Puffer (Fortsetzung)

Pufter Zusammensetzung pH
Puffer M 10 mM Tris-HCI; 100 mM NaH,PO,; 100 mM Na,HPOy; 4 M Guanidin

Puffer N 50 mM Tris-HCI; 300 mM Arginin; 1 mM GSH; 5 mM GSSG 8,5
Puffer O 50 mM Hepes; 300 mM NacCl; 5 % (v/v) Glycerin 7,5
Puffer P 50 mM Hepes; 2 mM EDTA; 300 mM NaCl; 5 % (v/v) Glycerin 7,5
Puffer Q 50 mM Tris-HCI; 2 mM EDTA 8,0
Puffer R 50 mM Tris-HCIl; 2 mM EDTA; 2 M NaCl 8,0

2.9.2 Zusammensetzung weiterer Losungen

Tab. 2-12: Zusammensetzung hiufig verwendeter Losungen

Losung Zusammensetzung pH

50 X TAE 1 M Tris-HCI; 2 M Essigsdure; 0,1 M EDTA 8,1

Agarosegel-PP 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; 50 % (v/v) Glycerin; 7,2
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

5 x TBE 0,45 M Tris-HCI; 0,45 M Borsdure; 10 mM EDTA 8,0

PAGE-Fixierer 25 % (v/v) Isopropanol; 10 % (v/v) Eisessig

PAGE-Firber 10 % (v/v) Eisessig; 6:10-3 % (w/v) Brillinatblau G250

PAGE-Entfirber 10 % (v/v) Eisessig
Westernblot-Puffer 20 mM Tris-HCl; 150 mM Glycin; 20 % (v/v) Methanol;
0,02 % (w/v) SDS

TBT-Puffer 10 mM Tris-HCI; 150 mM NacCl; 0,2 % (v/v) Tween20 7,4
2 x Gelshiftpuffer 50 mM Tris-HCl; 100 mM NaCl; 0,1 mM EDTA 7,5
Probenpuffer 2 x Gelshiftpuffer; 40 % (w/v) Sucrose; 0,1 mg/ml Bromphenolblau

2.10 Nahrmedien fiir eukaryontische Zellkulturen

Tab. 2-13: Zusammensetzung der Nihrmedien fir eukaryontische Kulturen

Zelllinie Medium Bestandteile Mengen
CHO-K1 RPMI+ RPMI 1640 500,00 ml
FKS 50,00 ml
Fungizone (0,25 pg/ml) 0,50 ml
7 % (v/v) Mercaptoethanol 0,50 ml
N-Acetyl-L-Glutamin 5,15 ml
Gentamycin 5,00 ml
Hepes 1,79 g
Freeze-Medium FKS 90 % (v/Vv)
DMSO 10 % (v/v)
CHO-WT GMEM-S Wasser 400,00 ml
10 x MEM 50,00 ml
7,5 % NaHCO;4 18,10 ml
100 x nicht essentielle Aminosiuren 5,00 ml
100 x Glutamat/Asparagin! 5,00 ml
50 x Nukleosid-Losung? 10,00 ml
FKS 50,00 ml
Selektionsmedium GMEM-S
Methionin-Sulfoximin 400 pM
Freeze-Medium GMEM-S 60 % (v/v)
FKS 30 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)

1 600 mg Asparagin, 600 mg Glutamat in 100 ml Wasser
2 35 mg Adenosin, 35 mg Guanosin, 35 mg Cytidin, 35 mg Uridin, 12 mg Thymidin in 100 ml Wasser
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2.11 Nahrmedien fiir bakterielle Kulturen

Tab. 2-14: Zusammensetzung der fur bakterielle Kulturen notwendigen Nihrmedien

Medium Zusammensetzung

LB 10 g/1 Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/l NaCl

LB-Amp LB-Medium; 100 pg/l Ampicillin

LB-Agar LB-Medium; 15 g/l Agar

SOB-Medium 20 g/1 Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 0,5 g/l NaCl; 10 mM MgCl,;10 mM
MgSO,

SOC-Medium SOB-Medium; 20 mM Glucose




3 Methoden

3.1 Kultivierung und Konservierung von E. coli

Einzelkolonien. Einzelkolonien wurden durch Ausplattieren aus einer Kulturlosung
auf einer Petrischale mit LB-Medium gewonnen. Zur Selektion auf plasmidtragende
Zellen wurde dem LB-Medium das entsprechende Antibiotikum zugesetzt, fiir welches
das gewiinschte Plasmid ein Resistenzgen enthdlt. Die Inkubation der Petrischalen
erfolgte tiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C (Ausubel et al., 1994).

Fliissigkultur. Fir die Herstellung von Flissigkulturen wurde LB-Medium mit dem ent-
sprechenden Antibiotikum versetzt und mit einer Einzelkolonie angeimpft. Es folgte die
Inkubation bei 30 °C unter Schitteln (130 rpm) Uber Nacht. Die Bestimmung der
Zelldichte konnte durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm ermittelt werden. Fiir
groRere Ansitze wurde die Hauptkultur mit einer stationiren Ubernachtkultur im
Verhiltnis 1:50 angeimpft (Ausubel et al., 1994).

Lagerung. Glycerinkulturen dienen der Konservierung von Bakterienstimmen. Dazu
wurde 1 ml einer Flissigkultur (ODg,, = 1,0) mit 8 % sterilem Glycerin gemischt und fir
20 min bei 25°C inkubiert. Die Glycerinkulturen wurden mit flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert (Ausubel et al., 1994; Morris, personliche
Mitteilung).

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Gelelektrophorese
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. DNA-Fragmente unter 1 kb-Linge konnen durch
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE; Maniatis et al., 1975) aufgetrennt werden. In

der vorliegenden Arbeit wurden folgende Gele verwendet:

Tab. 3-1: Zusammensetzung der verwendeten Polyacrylamid-Gele

5 % 12 %
PAA 40! 1,7 ml 3.0 ml
5 x TBE 2,0 ml 2,0 ml
H,O 6,2 ml 4,9 ml
10 % APS 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl

137,5 % Acrylamid / 1% N,N'-Methylenbisacrylamid

Die Gele wurden zwischen zwei Glasplatten in einer Vertikal-Apparatur gegossen und
nach der Polymerisation in eine vertikale Elektrophoresekammer gesetzt. Die in TBE-
Probenpuffer aufgenommenen Nukleinsiurelosungen konnten in die durch einen
Kamm ausgesparten Taschen aufgetragen werden. Die Laufzeit betrug 2 h bei 130 V und
ca. 400 mA. Zur Visualisierung erfolgte eine Fiarbung mit Ethidiumbromid (Firbebad mit
0,01 % Ethidiumbromid) fir 20 min mit anschliefender Anregung der fluoreszierenden
Komplexe im UV-Licht.
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Agarosegel-Elektrophorese. Agarosegel-Elektrophorese ermoglicht die Auftrennung
von DNA-Fragmenten von 0,1 bis 10 kb Linge (Maniatis et al., 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurden Agarosekonzentrationen von 0,8 % bis 2,0 %
(w/v) verwendet. Die Agarose wurde in 1 x TAE-Puffer unter Erwidrmen gelost und nach
Zugabe von 0,001 % Ethidiumbromid in eine horizontale Gelkammer gegossen. Die
Proben wurden mit mindestens einem Viertel Volumen an Agarosegel-Probenpuffer ver-
setzt und in die Taschen eingefiillt. Die Elektrophorese erfolgte spannungslimitiert bei
90V (7 x8-cm-Gele) bzw. bei 110V (12 x 14-cm-Gele) fiir 45— 60 min. Die
Identifikation der aufgetrennten DNA erfolgte durch den nukleinsiurespezifischen
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid nach Anregung mit ultraviolettem Licht.

3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiauren

Fiir einige molekularbiologische Arbeiten war es notwendig, die Konzentration der ein-
gesetzten Nukleinsduren zu ermitteln. Dies konnte Uiber zwei verschiedene Methoden
erreicht werden.

Quantifizierung mittels Agarose-Gelelektrophorese. DNA-Fragmente konnen
anhand mitgefiihrter Molekularmassenstandards, deren einzelne Banden definierte
Mengen darstellen, durch optischen Vergleich in einem Agarosegel im ng-Bereich abge-
schitzt werden (Prunell et al., 1977).

Photometrische Quantifizierung. Fir die Quantifizierung von Oligonukleotiden
wurde eine photometrische Konzentrationsbestimmung durchgefiihrt. Die aromatischen
Basen der eingesetzten einzelstringigen DNA zeigen eine spezifische Absorption bei
260 nm. Eine Absorption von 1 entspricht dann einer Konzentration von 33 pg/ml ein-
zelstringiger bzw. 50 pg/ml doppelstringiger DNA (Maniatis et al., 1989). Zur
Konzentrationsbestimmung wurde die Probe in einer Quartzkiivette in einem UV/VIS-
Spektrometer bei 260 nm vermessen. Die ermittelten Absorptionen wurden in folgende
Gleichung zur Errechnung der Konzentration eingesetzt:

c=Az0-F-K Gl. 3.1
c: Konzentration der DNA-Probe [pg/ml]
A,gy:  Absorption bei 260 nm
F: Verdinnungsfaktor

K: Konzentration ssDNA bei A, = 1 entspricht 33 pg/ml (Maniatis et al., 1989)
Konzentration dsDNA bei A,y = 1 entspricht 50 pg/ml (Maniatis et al., 1989)

3.2.3 Reinigen und Konzentrieren von DNA

Reinigung durch Qiagen DNA-Reinigungs-Kits. Die in dieser Arbeit verwendete
DNA wurde tiber die QIAquick-Reinigungskits gereinigt. Es wurde jeweils nach der den
Kits beiliegenden Vorschrift verfahren (Qiagen QIAquick Spin Handbook, 1997).

Organische Extraktionen. Zur Entfernung von Proteinen aus Nukleinsiurelosungen
erfolgte die Extraktion in organischen Losungsmitteln. Die DNA wurde durch
Invertieren des  Reaktionsgefifes mit einem  dquivalenten  Volumen
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert und in einer Mikrozentrifuge fir
S5min bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die wissrige Phase wurde anschlieBend einer
Ethanol/Glycogen-Prizipitation unterzogen.
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Ethanol/Glycogen-Prizipitation. Zum Konzentrieren von DNA-Fragmenten wurde
eine Ethanol-Prizipitation durchgefihrt. DNA wird durch einwertige Kationen unter
Zugabe von eiskaltem Ethanol aus wissrigen Losungen prizipitiert. In dieser Arbeit
wurde die DNA-Losung mit Tris (10 mM, pH 8,5) auf 200 pl verdiinnt, ein Ansatz setzte
sich wie folgt zusammen:

DNA-Losung 200 pl
Glycogen (50 %) 6 ul
10 M Ammoniumacetat 100 pl
Ethanol (absolut) 700 pl

Der Ansatz wurde grindlich gemischt und fir 1h bei -80°C inkubiert. Das
DNA/Glycogen-Prizipitat wurde bei 13 000 rpm fir 30 min abzentrifugiert, mit 100 pl
70 %igem Ethanol gewaschen und erneut bei 13000 rpm fir 15 min zentrifugiert.
Abschlielend wurde das Pellet in dem gewilinschten Volumen Wasser oder Puffer reso-
lubilisiert.

3.2.4 DNA-Amplifikation mit Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation von DNA-Fragmenten aus
einem mit bekannten flankierenden Sequenzen vorliegendem DNA-Strang (template)
(Mullis et al., 1987; Saiki et al., 1988). Zusitzlich konnen durch synthetisierte Oligo-
nukleotide Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen eingefiihrt werden. Die einzel-
nen Schritte eines PCR-Protokolls sind in Tabelle 3-2 dargestellt.

Tab. 3-2: Standard-PCR Programm

Vorgang Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 min 1
Denaturierung 94 °C 45 s

annealing Tm-5 °C 45 s 25
Extension 72 °C 2 min/kb Templat-DNA (pfu)
Finale Extension 72 °C 10 min 1

Ein PCR-Ansatz setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

template-DNA (25 ng/nl) 1,0 pl
5'-Primer (10 pmol/pD) 2,0 pl
3'-Primer (10 pmol/pD 2,0 pl
Nukleotide (100 mM) 0,8 pl
10x Puffer 5,0 pl
Polymerase (2,5 U) 1,0 pl
steriles Wasser ad 50,0 pl

3.2.5 DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen

Zur Spaltung von Plasmiden und mit PCR erzeugten DNA-Fragmenten wurden Typ II
Restriktionsendonukleasen verwendet, die DNA an spezifischen, meist 4 — 8 bp langen
Erkennungssequenzen schneiden (Szybalski et al., 1991). Die Verwendung dieser
Enzyme erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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Der Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen wurde fir analytische und
priparative Zwecke verwendet. Analytische Ansitze erfolgten zur Kontrolle auf erfolg-
reiche Ligation von DNA-Fragmenten. Zur Konstruktion neuer Mutanten wurden
Restriktionsansitze im priaparativen Mafdstab durchgefihrt (Milhardt, 1999). Die
Zusammensetzung der Ansitze ist aus der Tabelle 3-3 ersichtlich. Analytische
Restriktionsansitze wurden fur 2 h, priparative Ansitze fir 2—-5h bei der optimalen
Temperatur der verwendeten Restriktionsendonuklease inkubiert und die
Restriktionsenzyme anschlieffend durch Erhitzen inaktiviert.

Die gewlinschten Fragmente wurden durch priparative Agarosegel-Elektrophorese
abgetrennt, mit einem Skalpell aus dem Gel entfernt und durch das QIAquick Gel
Extraction Kit gereinigt.

Tab 3-3: Zusammensetzung von Restriktionsansitzen

analytisch priaparativ
DNA (50 ng/pD) 1-2,0 pl 20,0 pl
10xPuffer 1,0 pl 3,0 pl
Endonuklease (10 U/pD 0,1 pl 1,0 pl
Steriles Wasser ad 10,0 pl ad 30,0 pl

3.2.6 Hybridisierung synthetisch hergestellter DNA-Fragmente

Die in dieser Arbeit verwendeten Fusionslinker entstanden durch Hybridisierung kom-
plementirer DNA-Einzelstringe. Zur Hybridisierung wurden die Oligonukleotide im
dquimolaren Verhiltnis zusammengegeben (je 500 pmol), auf 100 °C erhitzt und
anschlieend auf Raumtemperatur um 1 °C/min abgekiihlt. Die Hybridisierung konnte
mit Hilfe eines 12 %igen Polyacrylamidgels tiberpriift werden.

Fur die Herstellung der Fusionslinker p21.5 und D1R8C mussten nichtkomplementi-
re Bereiche im hybridisierten DNA-Fragment mit Hilfe des Klenow-Fragmentes der
DNA-Polymerase I aufgefiillt werden. Hierzu wurde der Hybridisierungsansatz mit
10 mM Desoxynukleotiden, 3 U Klenow-Fragment und dem fiir das Enzym notwendi-
gen Puffer versetzt und fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Eine anschlieSende PCR ampli-
fizierte das synthetisch hergestellte DNA-Fragment.

3.2.7 Modifizierung von DNA

Phosphorylierung. Da die hybridisierten Oligonukleotide als Substrate in einem
Ligationsansatz dienen sollten, mussten diese am 5'-Ende phosphoryliert werden
(Richardson, 1981). Dazu wurden 500 pmol des Oligonukleotides in einem 10 pl-Ansatz
mit 10 x T4-Ligase-Puffer und 4,5 U der T4-Polynukleotidkinase versetzt und fiir 90 min
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Kinase durch Inkubation fiir 10 min bei
65 °C inaktiviert.

Dephosphorylierung. Die Dephosphorylierung von 5'-DNA-Enden wird vom Enzym
Alkalische Phosphatase (Shrimp) katalysiert. Dadurch wird bei Klonierungen in einen
linearisierten Vektor mit kompatiblen Enden eine Selbstligation des Vektors als domi-
nante Nebenreaktion verhindert.

Die Dephosphorylierung erfolgte immer direkt nach einer priparativen Spaltung mit
Restriktionsendonukleasen nach Angabe des Herstellers.
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3.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Ligation in Klonierungsvektoren. DNA-Fragmente und linearisierte Vektoren, die mit
den gleichen Restriktionsendonukleasen behandelt wurden, konnten tiber ihre komple-
mentiren kohisiven Enden unter Knipfung neuer Phosphodiesterbindungen ligiert
werden (Smith et al., 1970). Diese Reaktion wurde mit Hilfe einer T4-Ligase in einem
ATP-haltigen Puffer katalysiert. Das DNA-Fragment musste im 5-fach bis 20-fach mola-
ren Uberschuss zum verwendeten Vektor im Ansatz vorliegen. Zur Bestimmung der not-
wendigen Massen bei 10-fach molaren Uberschuss an DNA-Fragment wurde folgende
Gleichung verwendet:

10-N, -m
. — insert Vektor Gl 32
Nvektor
M, Menge des eingesetzten DNA-Fragmentes [ng]
Myggior Menge des eingesetzten Vektors [ng]
N,ser: Anzahl der bp des eingesetzten DNA-Fragmentes
Nyektor: Anzahl der bp des eingesetzten Vektors

Die Inkubation der Ligationsansitze erfolgte fiir 16 h bei 16 °C.

PCR-Produkte und DNA-Fragmente mit glatten Enden konnten mit Hilfe eines Zero
Blunt™ TOPO™ PCR Cloning Kit kloniert werden.

Ein typischer Ligationsansatz zur Klonierung von DNA in Vektoren setzte sich folgen-
dermafien zusammen:

linearisierter Vektor (50 nM) 2 ul
DNA-Fragment 1-4 pl
10x Ligasepuffer 1l
T4 DNA-Ligase (400 U) 1 pl
steriles Wasser ad 9 ul

3.2.9 Sequenzierung

Die Gene der durch analytischen Restriktionsverdau bestimmten positiven Klone wur-
den durch die Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) sequenziert, um eine kor-
rekte Insertion in den Vektor zu bestitigen. Die Sequenzierreaktion wurde mit einer
thermostabilen Polymerase durchgefiihrt, sodass die einzelnen Elongationszyklen zur
Verringerung der erforderlichen femplate-Konzentration bis zu 30 Mal wiederholt wer-
den konnten (cycle sequencing; Krishnan et al., 1991). Dabei wurden mit einem Infrarot-
Farbstoff markierte Oligonukleotide eingesetzt, die eine simultane Detektion der
Fragmente bei einer anschliefenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermoglichten.

Fir die Sequenzierreaktionen wurde das Sequitherm Excel II Long-Read Kit nach der
Standardvorschrift verwendet. Die Analyse der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente
erfolgte mittels eines halbautomatischen DNA-Sequenzierers.

3.2.10 Transformation von E. coli

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten ist in E. coli moglich. Das Prinzip beruht auf
den kurzen Generationszeiten und der Fihigkeit, DNA nach entsprechender
Vorbehandlung aufzunehmen und zu replizieren. Fir die Aufnahme der DNA in E.coli
ist die Kompetenz der Zellen Voraussetzung (Tang et al., 1994).
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Herstellung elektrokompetenter Zellen. Die zur Elektroporation bendétigten elektro-
kompetenten Zellen wurden wie folgt hergestellt: 200 ml LB-Losung wurden mit einer
stationidren Ubernachtkultur 1:100 angeimpft und bei 37 °C, unter Schiitteln (170 rpm)
inkubiert. Nach ca. 2 h erreichten die Zellen eine ODg,, von 0,5 und wurden sofort fiir
30 min auf Eis gestellt und anschlieSend bei 5000 rpm, 4 °C fiir 15 min zentrifugiert. Die
Zellen wurden in wiederholten Waschschritten mit Glycerin (10 % [v/v] mit 100 %, 50 %
und 10 % des Ausgangsvolumens) behandelt. Das nach dem letzten Waschschritt ent-
standene Pellet wurde in 1 ml Glycerin (10 % [v/v]D) resuspendiert und zu je 50 pl in vor-
gekiihlten Eppendorfgefiffen aliquotiert. Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

Transformation mittels Elektroporation. 50 pl einer Suspension elektrokompetenter
Zellen wurden auf Eis in einer Elektroporationskiivette mit bis zu 2 pl Plasmidlosung
gemischt und einem Elektroschock von 4 -5 ms unterzogen. Die Einstellungen am
Gerit betrugen dabei 25 pF, 200 W und 1,8 kV. Die Suspension wurde mit 1 ml SOC-
Medium versetzt, fir 1 h bei 37 °C geschiittelt und anschlieBend auf Agarplatten mit
dem entsprechenden Selektionsantibiotikum aufgebracht (Dower et al., 1988).

3.2.12 Ortsspezifische Mutagenese durch Megaprimer-QuikChange

Templat-DNA Das Prinzip der modifizierten

QuikChange-Mutagenese ist in

Abb. 3-1 dargestellt. Die Reaktion

besteht aus zwei Phasen. In der

ersten wird mit konventionellen

Primern ein PCR-Produkt (das

l 1. Megaprimersynthese (PCR) Megaprimerpaar) synthetisiert (ca.

10 Zyklen). Ein Ausgangsprimer

beinhaltet die Mutationen. Die

Extensionszeit der PCR-Reaktion

Megaprimer wird so gewihlt, dass sie fiir das zu

synthetisierende DNA-Stiick ausrei-

chend ist. Sie wird dann fir 20 wei-

tere Zyklen erhoht, um eine

Synthese Uber den gesamten

Vektor zu ermoglichen. Dabei fun-

gieren die in der ersten Phase

generierten Megaprimer als Primer

dieser QuikChange-ihnlichen Re-

aktion. In der nachfolgenden

Prozedur wird die parentale DNA

durch Dpnl verdaut und die mit

den eingefiihrten Mutationen syn-

thetisierte DNA in kompetente

E. coli-Zellen transformiert (Esser,
2000).

2. Verlangerung der Megaprimer zum Gesamtvektor

@C

3. Dpnl-Verdau der Templat-DNA

Abb. 3-1: Schematische Ubersicht {iber die Megaprimer-
QuikChange-Mutagenesemethode. (@): Zielort far
Mutagenese.
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3.2.11 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Aus Uber-Nacht-Kulturen mit einem Volumen von 5 ml wurde die Plasmid-DNA mit
Hilfe von Qiagen Plasmid-Kits nach der Standardvorschrift isoliert.

3.3 Zellanzucht und Proteinexpression

3.3.1 Anzucht von E. coli im Schiittelkolben

Die Produktion rekombinanter Proteine erfolgte in 5-1-Schittelkolben mit maximal 11
Kultivierungsmedium. Das Medium wurde mit einer stationiren Ubernachtkultur im
Verhiltnis 1:100 angeimpft und unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert. Das Wachstum
wurde durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Bei ODg, = 1 wurde
die Expression der rekombinanten Gene durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die
Zellen wurden bei 37 °C fir die IB-Expression sowie bei niedrigeren Temperaturen
(30 °C, 20°C, 15°C) fur potenziell losliche Expression fiir 3 bis 16 Stunden unter
Schiitteln inkubiert. Sowohl vor als auch nach der Induktion wurden Proben aus der
Kultur entnommen, um den zeitlichen Verlauf der Produktion rekombinanter Proteine
verfolgen zu konnen.

Folgende Gleichung wurde fir die Bestimmung des Probenvolumens verwendet:

1
V=

= Gl. 3.3
ODsoo

V: Probenvolumen [ml]
ODy: optische Dichte bei 600 nm

Die Proben wurden fiir 10 min bei 5000 rpm zentrifugiert, das Pellet zweimal mit Tris-
Puffer (10 mM, pH 7,5) gewaschen und in 50 pl Tris-Puffer (10 mM, pH 7,5) aufgenom-
men.

3.3.2 Fed-Batch Fermentation

Die Fermentationen wurden in einem Biostat ED mit 101 Arbeitsvolumen und einem
digitalen Mess- und Regelsystem durchgefiihrt. Es wurden 51 einer Hefeextraktlosung
(50 g OHLY/D) mit NH,Cl (0,5g/) im Bioreaktor 60 min bei 121 °C autoklaviert.
AnschlieRend wurde das Medium unter sterilen Bedingungen mit 5 g/l Glucose, 0.68 g/1
MgSO, x 7 H,O, 11 g/l K,HPO, x 3 H,O sowie mit 0.1 g/l Ampicillin versetzt. Der pH-
Wert wurde auf pH 7,2 eingestellt. Das Medium wurde mit einer 8 h alten Vorkultur ino-
kuliert. Zu Beginn der Fermentation lag eine optische Dichte von ODg,,= 0.1 vor. Die
Kultivierungstemperatur betrug 37 °C. Die Regulierung des pH-Wertes erfolgte mit einer
10 %igen KOH-Losung und 10 %igen Phosphorsidure-Losung, wobei der pH-Wert erst
nach dem Abfallen auf pH 7,0 konstant gehalten wurde. Als Antischaummittel wurde
eine 50 %ige Polypropylenglykollosung (PLURIOL® P2000) verwendet. Ab einer opti-
schen Dichte von ODgy,,=10 wurde kontinuierlich mit 2 g/min eine 30 %ige
Hefeextraktlosung mit 25 % Glycerin zugefiihrt. Die Induktion erfolgte bei ODgy,= 50-
60 mit 1 mM IPTG fir ca. 3 h bei 37 °C.
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3.3.3 Zellernte und Zellaufschluss

Die Zellen wurden abzentrifugiert (5000 rpm, 4 °C, 20 min). Der Zellaufschluss pripara-
tiver Ansitze erfolgte durch Resuspension von 10 g Zellsediment in 40 ml Puffer (Kapitel
3.4.6) und anschlieBender Hochdruckdispersion bei einem Druck von 800 bar. Durch
Zentrifugation bei 25000 rpm (4 °C, 1h) wurden l6sliche Proteine von unloslichen
Zellbestandteilen abgetrennt.

Fur analytische Ansitze erfolgte der Zellaufschluss mittels Ultraschallbehandlung.
Dazu wurde das Zellsediment in 1 ml Tris-Puffer (10 mM, pH 7,5) aufgenommen und
fur 5 min mit Ultraschall (40 % Amplitude, 3 s/Puls) bei 4 °C behandelt. Die unloslichen
Bestandteile wurden durch Zentrifugation (1 h, 4 °C, 13.000 rpm) abgetrennt.

3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen hinsichtlich ihrer
Masse im elektrischen Feld (Rehm, 1997). Durch die Bindung von SDS an die Proteine
entstehen negativ geladene Protein-SDS-Komplexe mit einem konstanten Ladungs-
Masse-Verhiltnis. Im elektrischen Feld wandern die Komplexe zum positiv geladenen
Pol und werden durch den Molekularsiebeffekt in der Polyacrylamidmatrix nach ihrer
Molekularmasse getrennt.

In dieser Arbeit wurde die diskontinuierliche SDS-Page (Laemmli, 1970) verwendet.
Dabei wurden je nach gewilinschtem Trennbereich Trenngele verwendet, die zwischen
12 und 15 % Acrylamid enthielten. In der Tabelle 3-4 ist die Zusammensetzung fiir zwei
12 %ige bzw. 15 %ige Gele aufgefiihrt.

Die Proben wurden mit 5-fach konzentrierten Probenpuffer versetzt und fiir 5 min
auf 98 °C erhitzt. Die Elektrophorese lief in Tris/Glycin-Puffer bei 35 mA pro Gel und
war nach 50 bis 60 min beendet.

Fur Proteinmengen >0,1ng wurden die Gele durch Behandlung mit Coomasie
Brilliant Blau gefiarbt. Dazu wurde das Gel zunichst 10 min in PAGE-Fixierer fixiert,
anschlieend 30 min mit PAGE-Firber gefiarbt und in 10 % (v/v) Essigsdure gelagert. Fur
geringer konzentrierte Proteinlosungen (0,1 pg- 0,03 pg Protein) erfolgte eine
Silberfirbung nach Nesterenko et al. (1994). Wihrend der Firbung bilden die Ag+-
Ionen Komplexe mit Glutamat-, Aspartat- und Cystein-Resten. Die Reduktion des kom-
plexierten Ag+ zu Ag erfolgt durch das zugegebene alkalische Formaldehyd (Poehling
& Neuhoft, 1981). Die Nachweisgrenze dieser Firbung liegt zwischen 5 — 30 ng Protein
(Rehm, 1997).

Tab. 3-4: Zusammensetzung der verwendeten SDS-Gele

0 % Sammelgel 12 % Trenngel 15 % Trenngel
PAA 30! 1,2 ml 4 ml 5 ml
4x Puffer 1,5 ml 2,5 ml 2,5 ml
Sammelgelpuffer Trenngelpuffer Trenngelpuffer
Wasser 3.3 ml 35 ml 2,5 ml
10 % APS 20 pl 35l 35 ul
TEMED 4 pl 7 pl 7 pl

129,2 % Acrylamid / 0,8 % N,N'-Methylenbisacrylamid
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3.4.2 Westernblot

Durch Westernblot werden Proteine zuerst durch SDS-PAGE aufgetrennt, elektrophore-
tisch auf eine Membran tbertragen und dort mit einem spezifischen Antikorper inku-
biert. Die anschliefende Behandlung mit einem sekundiren Antikorper und Aktivierung
der gekoppelten Peroxidase ermoglicht einen spezifischen Proteinnachweis durch
Chemilumineszenz (Coligan et al., 1995).

Zum spezifischen Nachweis rekombinant hergestellter Proteine erfolgte nach
Auftrennung durch SDS-PAGE, die elektrophoretische Ubertragung auf eine PVDF-
Membran (Glltekin & Heermann, 1988).

Das Gel wurde auf eine mit Methanol dquilibrierte PVDF-Membran gelegt und dieser
Komplex zwischen je 3 in Westernblotpuffer getrinkten Filterpapierstreifen platziert.
Der Blot erfolgte in einer Semi-Dry-Blotting Apparatur fir 1h bei einer konstanten
Stromstdarke von 100 mA.

Die Membran wurde anschlieflend in 2 %iger Ponceau-Losung gefirbt (Li et al., 1989)
und der mitgefihrte Molekularmassenmarker fiir einen spiteren visuellen
Groflenvergleich gekennzeichnet. Die folgende Inkubation in TBT-Puffer mit 5 % (w/v)
Magermilchpulver ermoglichte die Absittigung der noch freien Proteinbindungstellen
(Gliltekin & Heermann, 1988).

Nach der Zugabe des primiren Antikorpers erfolgte die Inkubation der Membran
tiber Nacht bei 4 °C. Intensives Waschen mit TBT-Puffer (3 X 5 min) entfernte ungebun-
denen Antikorper. AnschlieSend wurde die Membran mit dem sekundiren Antikorper
in TBT-Puffer mit 5 % (w/v) Magermilchpulver inkubiert.

Nach erneutem Waschen erfolgte durch das ECL-Detektionssystem die Aktivierung
der am sekundiren Antikorper gekoppelten Peroxidase (Gultekin & Heermann, 1988),
welche die Oxidation des Luminols (Bestandteil des ECL-Systems) katalysiert und somit
eine Chemilumineszenz auslost. Dazu wurden 2 ml der frisch zubereiteten ECL-Losung
gleichmiig auf der Membran verteilt und fir 2 min inkubiert. Die Peroxidaseaktivitit
wurde durch Exposition eines Rontgenfilmes auf der Membran und anschlieRende
Entwicklung des Filmes nachgewiesen.

3.4.3 N-terminale Sequenzanalyse

Die zu analysierenden Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend
durch Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran geblottet. Die Banden wurden ausge-
schnitten und die ersten funf bis sieben Aminosiuren an einem Applied Biosystems
476A Gasphasen Sequenzer (Applied Biosystems, Foster City, U.S.A) bestimmt.

Die Sequenzanalyse wurde freundlicherweise von Herrn Dr. K. P. Riicknagel
(Forschungsstelle ,Enzymologie der Proteinfaltung“ der Max-Planck-Gesellschaft, Halle)
durchgefuihrt.

3.4.4 IB-Isolierung, -Solubilisierung und Renaturierung

Oftmals besitzen in E. coli iiberexprimierte Proteine nicht ihre native Konformation. Sie
liegen intrazelluldr in Form von inclusion bodies vor. Um ihre native Struktur ausbilden
zu konnen, missen diese Proteine renaturiert werden.

Dazu werden sie zunichst in GdmCI (6 M) oder Harnstoff (8 M) denaturiert (Rudolph
et al., 1997). Die Zugabe reduzierender Substanzen ermoglicht die Spaltung bestehen-
der (ggf. falsch verbriickter) Disulfidbricken. Diese in Losung gebrachten (solubilisier-
ten) Proteine konnen anschlieBend durch Verdiinnung in einem Renaturierungspuffer
in ihre native Form gebracht werden. Durch Variation verschiedener Substanzen im
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Reanturierungsansatz wird die Rickfaltung der Proteine begtinstigt. So ist im Ansatz ent-
haltenes Arginin in der Lage, denaturiertes und potenziell gefaltetes Protein in Losung
zu halten. Dadurch wird die Konkurrenzreaktion bei der Renaturierung, die Aggregation
von falsch gefalteten Proteinen vermindert (Abb. 3-2a), das Protein bleibt in Losung und
kann seine native Konformation annehmen. Die Zugabe eines geeigneten Verhiltnisses
von oxidierenden (z.B. GSSG) und reduzierenden Substanzen (z.B. GSH) ermoglicht
einen Disulfidaustausch (Abb. 3-2b). Dieser bewirkt, dass das behandelte Protein die in
der nativen Konformation vorliegenden Disulfidbriicken ausbilden kann. Dieser
Austausch wird durch einen hohen pH-Wert (>pH 8,0) beglinstigt.

Einfluss auf die Renaturierungsausbeuten haben auBerdem die Temperatur, die
Inkubationszeiten und die Proteinkonzentration.

a) inclusion
bodies

Solubilisierung

) Renaturierun .
Natives g Denaturiertes Aggregation Protein-

Protein > Protein > aggregate
Denaturierung

GSSG GSH GSH

SH \ j SH « /
SH e \ ” SSG \

GSSG GSH GSH

v
n—w

Abb. 3-2: a) Reaktion der Renaturierung. b) Redoxaustausch zur Bildung von Disulfidbriicken (aus
Rudolph et al., 1997)

IB-Isolierung und -Solubilisierung. Die Isolation und Solubilisierung der in dieser
Arbeit gewonnenen inclusion bodies erfolgte nach Rudolph et al. (1997).

Optimierung der Renaturierungsbedingungen. Zur Bestimmung der optimalen
Renaturierungsbedingungen wurden verschiedene Ansitze inkubiert. Die Analyse der
Bildung des nativen Proteins erfolgte nach Abtrennung der entstandenen Aggregate mit-
tels Reversed Phase Chromatographie. Diese Methode liefert Aussagen uber das
Disulfidbriickenmuster der analysierten Proteine.

Die Optimierung der Renaturierung erfolgte in 1-ml-Ansitzen. Die IB-Solubilisate
wurden in variierenden Puffern verdinnt und bei verschiedenen Temperaturen inku-
biert. Die Renaturierung wurde durch Zugabe von 1% TFA abgestoppt, die Ansitze
wurden durch Reversed Phase Chromatographie unter Verwendung einer C8-Sidule (PR
995051503 FT 150 x 3.0 mm i.D.) analysiert. Hierzu wurden die Ansitze in H,0/0,05 %
TFA im steigenden Acetonitrilgradienten (0,5 % Acetonitril/min) bei 20 °C aufgetrennt.

Pulsrenaturierung. Zur priparativen Renaturierung erfolgte eine Pulsrenaturierung
(Rudolph et al., 1997). Sie beruht auf dem Prinzip der sukzessiven Zugabe von IB-
Solubilisat in einen Renaturierungspuffer. Nach einer bestimmten Zeit, dem Ablauf der
Renaturierungsdauer, erhoht sich die Ausbeute an renaturiertem Protein nicht mehr
wesentlich und es kann erneut denaturiertes Protein zugegeben werden. Diese Methode
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ermoglicht die Renaturierung groflerer Mengen an Protein in einem vergleichsweise
kleinen Volumen und minimiert dabei die Aggregation (Abb. 3-2a). Ein Problem der
Pulsrenaturierung ist jedoch die Erhohung der GdmCl-Konzentration im Renaturierungs-
puffer durch Zugabe des Solubilisates. Eine hohe GdmCl-Konzentration kann die nati-
ve Form des Proteins destabilisieren. Deshalb ist es wichtig, den Einfluss der Guanidin-
konzentration auf die Bildung nativer Proteine zu Uberprifen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Renaturierungen erfolgten in einem
Volumen von 100 bis 200 ml. Dazu wurde in Puffer N alle 5 Minuten IB-Solubilisat zuge-
geben und durch Inkubation bei 10 °C renaturiert. Die Ausgangskonzentration der
Proteine im Renaturierungsansatz betrug 200 ng/ml. Das Volumen des zugegebenen IB-
Solubilisates pro Puls und die Zeitabstinde zwischen den einzelnen Pulsen wurden
durch analytische Renaturierungen optimiert. Die Renaturierung wurde durch Dialyse
gegen Puffer O abgestoppt.

3.4.5 Konzentrieren von Proteinen

Denaturierende Fallung. Gering konzentrierte bzw. GdmCl-haltige Proteinlosungen,
die mittels SDS-PAGE analysiert werden sollten, wurden einer denaturierenden Fillung
mit Trichloressigsdure unterzogen. Dazu wurde die Proteinlosung mit 10 % TCA versetzt
und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach 10-minttiger Zentrifugation (13.000 rpm) wurde
das Pellet zweimal in 500 pl Aceton gewaschen. Das bei Raumtemperatur getrocknete
Pellet wurde anschlieend in 50 pl SDS-Probenpuffer resuspendiert.

Native Fallung. Die native Fillung von Proteinen erfolgte durch Aussalzen mit
Ammoniumsulfat. Hierzu wurde die Proteinlosung mit 20 — 40 % (NH,),SO, versetzt und
fur eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Anschlieend konnte das gefillte Protein nach 30-
mintitiger Zentrifugation (25 000 rpm) gewonnen werden. Das Pellet wurde anschlie-
Bend in Puffer resuspendiert und das Ammoniumsulfat durch Dialyse vom Protein abge-
trennt.

Konzentrieren mittels PEG 35 000. Fur die durchgefiihrten Renaturierungs-
optimierungen war das Konzentrieren der IB-Solubilisate notwendig. Dazu wurde ein
Dialyseschlauch mit einem MWCO von 6000 bis 8000 Da mit der Proteinlosung befullt
und fiir mehrere Stunden bei 4 °C in PEG 35 000 inkubiert.

Ultrafiltration. Eine geeignete Methode fiir das schnelle Konzentrieren von Protein-
losungen stellt die Ultrafiltration dar. Hierzu wurden Ultrafiltrationseinheiten der Firma
Millipore mit einem MWCO von 5000 Da verwendet. Die Zentrifugation erfolgte bei
2000 rpm und 4 °C.

3.4.6 Proteinreinigung

3.4.6.1 Reinigung der rekombinant hergestellten VP1-Varianten

CBD-Intein-Fusionskonstrukte. Die VPI1-Intein-Fusionsproteine konnten durch
Affinititschromatographie gereinigt werden (Chong et al., 1997).

Das Prinzip dieser Reinigung beruht auf der Bindung der Chitinbindungsdomine an
einer Chitinmatrix. Das in diesem System verwendete Intein, ein selbstspleiffendes
Element in Proteinen (Perler et al., 1997) des Saccharomyces cerevisia VMA1-Gens,
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wurde am C-Terminus durch Aminosiureaustausch (Asparagin gegen Alanin) so modi-
fiziert, dass der autokatalytische Spleiffmechanismus unterdriickt wird (Chong et al.,
1997). Die Peptidbindung des Cysteins am C- bzw. N-Terminus (Plasmid pTYB12 bzw.
pET21a-int) des Inteins steht im Gleichgewicht mit einer Thioesterbindung, die durch
nukleophile Substanzen, wie z.B. Hydroxylamin oder DTT, gespalten werden kann, so
dass eine Spaltung des Fusionsproteins erfolgt. Am C- bzw. N-Terminus des Inteins
befindet sich eine chitinbindende Domine, welche die Affinitit zum Sidulenmaterial
ermoglicht. Fur die Chitin-Affinititschromatographie wurde eine Chitinsdule mit einem
Volumen von 10 bis 15 ml verwendet.

Nach Resuspension der Zellen in Puffer A erfolgten der Zellaufschluss und das
Abtrennen unloslicher Bestandteile durch Zentrifugation (Kapitel 3.3.3). Die loslichen
Proteine wurden anschliefSend durch Affinititschromatographie nach dem in der Tabelle
3-5 dargestellten Schema bei 4 °C gereinigt.

Nach dem Spiilen mit Puffer C wurde die Siule fir 14 h bei 4 °C inkubiert, um die
Spaltung des Fusionsproteins zu ermoglichen. Wihrend der Elution wurden Fraktionen
gesammelt, die durch SDS-Gelelektrophorese analysiert wurden. Die Regenerierung der
Siaule wurde bei Raumtemperatur durchgefithrt, um eine Prizipitation des SDS im
Regenerierungspuffer zu vermeiden (Schmidt, 2000).

Tab. 3-5: Reinigung der CBD-Intein-Fusionskonstrukte mittels Chitin-Affinitdts-Chromatographie

Vorgang Puffer Flussrate Dauer
Aquilibrieren Puffer A 2,0 ml/min 3 CV
Probenauftrag Probe 0,5 ml/min

Waschen 1 Puffer A 2,0 ml/min 3 CV
Waschen 2 Puffer A/Puffer B (2:1) 2,0 ml/min 5 CV
Waschen 3 Puffer A/Puffer B (1:2) 2,0 ml/min 5 CV
Waschen 4 Puffer B 2,0 ml/min 5 CV
Waschen 5 Puffer A 2,0 ml/min 3 CV
Spaltung Puffer C 2,0 ml/min 4 CV
Elution Puffer A/Puffer B 2,0 ml/min 3 CV
Siulenregeneration Puffer D 1,0 ml/min 3 CV

Die weitere Reinigung der VP1-Konstrukte erfolgte tber Kationenaustausch-
chromatographie. Hierzu wurden die durch Affinititschromatographie erhaltenen
Proteinlosungen gegen Puffer E tiber 24 h bei 4 °C und einmaligen Pufferwechsel dia-
lysiert und nach dem in Tabelle 3-6 beschriebenen Verfahren tiber eine porosHS-
Chromatographie-Siule (CV = 1,6 ml) bei 4 °C gereinigt.

Tab. 3-6: Reinigung der VP1-Konstrukte mittels Kationenaustauschchromatographie

Vorgang Puffer Flussrate Dauer
Aquilibrieren Puffer E 3,0 ml/min 6 CV
Probenauftrag Probe 0,5 ml/min

Waschen Puffer E 3,0 ml/min 4 CV
Elution Gradient 1 Puffer F 40 % in 6 CV 3,0 ml/min 5 CV
Elution Gradient 2 Puffer F 60 % in 6 CV 3,0 ml/min 5 CV
Elution Gradient 3 Puffer F 100 % in 6 CV 3,0 ml/min 6 CV
Spiilen Puffer F 3,0 ml/min 1Cv
Redqulibrierung Puffer E 3,0 ml/min 4 CV

Das fur die Kationenaustauschchromatographie verwendete Siulenmaterial wurde nach
Angaben des Herstellers regeneriert. Es folgten eine Dialyse gegen Puffer G bei 4 °C
tber 24 h und die Lagerung der gereinigten Proteine in Aliquots zu 1 ml bei -20 °C.
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GST-Fusionskonstrukte. Die Plasmide pGEX-2T und pGEX-6P ermoglichen die
Expression eines Zielproteins mit einer N-terminalen Glutathion-S-Transferase-Fusion
(GST-Fusion; Smith et al., 1988). Diese kann eine losliche Expression des Zielproteins
bewirken und bietet durch die Bindung der Glutathion-S-Transferase an reduziertes
Glutathion (GSH) eine gezielte Reinigung des Konstrukts mittels Affinitits-
chromatographie. Das gewlinschte Protein wird anschlieSend durch einen gerichteten
Verdau mit einer Serinprotease (Thrombin bzw. PreScission Protease) vom GST abge-
spalten.

Nach Gewinnung der loslichen Bestandteile des Zellrohextrakts (Kapitel 3.3.3, die
Zellen wurden in Puffer H resuspendiert) erfolgte die Inkubation mit Benzonase
(0,1 U/ml und einem Proteaseinhibitorcocktail (Roche, eine Tablette/40 ml) fiir 30 min
bei 4 °C. Das Fusionsprotein konnte im Anschluss durch das in der Tabelle 3-7 aufge-
zeigte Verfahren tber eine GST FF 16/10-Chromatographie-Siule gereinigt werden.

Tab. 3-7: Reinigung der VP1-Konstrukte mittels GST-Affinititschromatographie

Vorgang Puffer Flussrate Dauer
Aquilibrieren Puffer H 1,0 ml/min 4 CV
Probenauftrag Probe 0,5 ml/min
Waschen Puffer H 1,0 ml/min 4 CV
Elution Puffer J 1,0 ml/min 3 CV

Die eluierte Proteinlosung wurde im Anschluss gegen Puffer K dialysiert und mittels
Ultrafiltration konzentriert. Das Zielprotein wurde nach Abspaltung der N-terminalen
GST-Fusion (Behandlung mit 0,25 U/ml Thrombin bzw. PreScission Protease fir 12 h
bei 4°C) analog dem in Tabelle 3-6 beschriebenen Protokoll durch Kationen-
austauschchromatographie (Verwendung des Puffers K zur Siulenidquilibrierung und
zum Probenauftrag bzw. des Puffers L zur Elution) gereinigt. Im Anschluss erfolgte die
Reinigung durch Gelchromatographie (Superdex 200 prep grade 150 ml) unter
Verwendung des Puffers K.

Fusionsfreie Konstrukte. Die in pET2la exprimierte VP1-3C Variante wurde nach
Gewinnung des Zellrohextrakts (Kapitel 3.3.3; Resuspension der Zellen erfolgte in
Puffer E) und anschlieBender Benzonase-Behandlung (0,1 U/ml) durch fraktionierte
Ammoniumsulfatfillung gewonnen. Das Protein prizipitierte bei einer Ammonium-
sulfatkonzentration von 20 % (w/v) bei 4 °C.

Das gewonnene Prizipitat wurde nach Dialyse gegen Puffer E durch die in Tabelle
3-6 beschriebene Kationenaustauschchromatographie weiter gereinigt. Es folgte ein Gel-
chromatographie-Schritt (Superdex 200 prep grade 150 mD in Puffer G und eine
abschlieendes Konzentrieren des Eluates durch Kationenaustauschchromatographie
(porosHS; Elution durch Puffer F in 20 CV). Die Lagerung der VP1-3C Variante erfolgte
nach Dialyse gegen Puffer G bei -20 °C.

3.4.6.2 Reinigung der rekombinant hergestellten CD4-Varianten

Histidin-Fusionskonstrukte. Die mit einer N-terminalen Histidinfusion exprimierten
Proteinvarianten lagen ausschlieSlich als inculsion bodies vor. Eine Reinigung der solu-
bilisierten inclusion bodies erfolgte mittels Affinititschromatographie. Hierbei wurde die
Bindung des Proteins zu den an der Matrix gekoppelten Ni-lonen durch eine N-termi-
nale Histidinfusion vermittelt. Fiir die IMAC wurde eine Ni-NTA-Siule (NiNTA Agarose)
mit einem Sdulenvolumen von 20 ml verwendet. Die Reinigung der solubilisierten inclu-
sion bodies erfolgte bei 4 °C nach dem in Tabelle 3-8 gezeigten Schema.

Nach abgeschlossener Renaturierung (Kapitel 3.4.4; Kapitel 4.1.2) mit anschlieSender
Dialyse gegen Puffer O wurde das N-terminale Histidin-Fusionpeptid durch die Protease
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Thrombin wihrend einer Inkubation von 0.25 U/ml bei 7 °C tiber 14 h abgespalten. Eine
weitere Reinigung der Zielproteine erfolgte bei 20 °C durch Reversed Phase
Chromatographie in H,0/0,05% TFA im steigenden Acetonitrilgradienten (D1R8C:
Nucleosil 500-5 C18 PPN, 0,16 % Acetonitril/min; D1: Sourcel5RP, 0,5 % Aceto-
nitril/min). Das im Eluat vorhandene Acetonitril wurde durch Zentrifugation in einer
Speedvac bei 14.000 rpm, 20 °C fir 2 h entfernt. Die gereinigten Varianten wurden
anschliefRend gegen den Puffer P dialysiert und entstandene Aggregate durch
Gelchromatographie (Superdex 75 prep grade 150 ml, Puffer P) abgetrennt. Die CD4-
Konstrukte konnten durch Schockgefrieren in flissigem Stickstoff mit anschlieBender
Inkubation bei -80 °C tiber mehrere Monate gelagert werden.

Tab. 3-8: Reinigung der Histidin-Fusionskonstrukte mittels IMAC

Vorgang Puffer Flussrate Dauer
Aquilibrieren Puffer M, pH 8,0 1,0 ml/min 3 CV
Probenauftrag Solubilisierte IBs, pH 8,0 1,0 ml/min

Waschen Puffer M, pH 6,0 1,0 ml/min 3 CV
Elution Puffer M, pH 4,5 1,0 ml/min 3 CV

3.4.6.3 Reinigung des Derivates des Pseudomonas Exotoxins

Die Reinigung des fiir die Herstellung des bifunktionellen Proteins D1-PE notwendigen
Exotoxins ESC-PE38 erfolgte nach dem in der Literatur beschriebenen Protokoll
(Kleinschmidt et al., 2003).

3.4.7 Assoziation von Proteinen

Kopplung der CD4-Variante D1-R8C an E8C-PE38. Zur Assoziation der CD4-Variante
D1R8C an das Derivat des Pseudomonas Exotoxins ESC-PE38 erfolgte die Inkubation in

Puffer Q bei 10 °C in folgendem Ansatz:

ESC-PE38 8 uM

DIRSC 4 pM
GSH 10 pM
GSSG 40 pM

Nach 30 min wurde die Assoziation der Proteine durch reduzierende und nicht reduzie-
rende SDS-Gelelektrophorese analysiert.

Tab. 3-9: Reinigung des bifunktionellen Proteins D1-PE

Vorgang Puffer Flussrate Dauer
Aquilibrieren Puffer Q 3,0 ml/min 30 CV
Probenauftrag Kopplungsansatz, pH 8,0 0,5 ml/min

Waschen Puffer Q 3,0 ml/min 20 CV
Elution Puffer R 3,0 ml/min 100 CV

Reinigung des chimeren Proteins D1-PE. Das Kopplungsprodukt wurde anschlie-
8end nach dem in der Tabelle 3-9 gezeigten Schema durch Anionenaustauschchromato-
graphie (poros HQ) gereinigt.
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3.4.8 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Mit dieser Methode wurde der Fluoreszenzfarbstoff Texas Red® C2-maleimid an das
freie Cystein der CD4-Variante D1R8C kovalent gekoppelt. Das DIR8C wurde in
Puffer O mit 0,5 mM GSH bei Raumtemperatur fiir 2 h reduziert, dann fir 12 h bei 4 °C
gegen Puffer T und anschliefend fur 12h bei 4 °C gegen Puffer O dialysiert. Die
Proteinlosung wurde nachfolgend mit 20-fach molarem Uberschuss Texas Red® C2-
maleimid fir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Uberschiissiger Farbstoff konnte durch
mehrtigige Dialyse bei 4 °C gegen Puffer O entfernt werden. Die Proteinkonzentration
wurde nach Zentrifugation (70 000 rpm, 1 h, 4 °C) der dialysierten Probe spektrome-
trisch bestimmt.

3.5 Spektroskopische Methoden

3.5.1 UV/VIS-Spektroskopie

Aromatische Aminosiduren, Peptidbindungen und Disulfide absorbieren Licht im ultra-
violetten Bereich. Dies fiihrt zu charakteristischen Proteinspektren (Galla, 1988).

Fur diese Arbeit wurden Spektren zwischen 240 nm und 340 nm aufgenommen. Als
Referenz diente jeweils der entsprechende Dialysepuffer. Durch Messung der
Absorption bei 280 nm konnten Proteinkonzentrationen ermittelt werden. Grundlage fir
diese Berechnung ist das Lambert-Beersche Gesetz:

E=l-c-d Gl. 3.4

E: gemessene Extinktion
I: molarer Extinktionskoeffizient
c: molare Konzentration der Probe
d: Kivettenschichtdicke [cm]

8280[M716m71/=5500-#W+Z280~#Y+Z2O-C—S—S—C Gl. 3.5
€50° Molarer Extinktionskoeffizient
#W: Anzahl der Tryptophane
#Y: Anzahl der Tyrosine

#C-S-S-C: Anzahl der Disulfidbriicken

Der molare Extinktionskoeffizient ist fiir jedes Protein spezifisch und kann tber die
Gleichung 3.5 abgeschitzt werden (Pace et al., 1995).

Die ermittelten Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine sind im Anhang
(Kapitel 10.7) aufgelistet.

3.5.2 Fluoreszenzspektroskopie

Bei der Fluoreszenzspektroskopie wird das von einer Probe absorbierte Licht teilweise
als Licht niedrigerer Energie wieder abgestrahlt (Galla, 1988). Fluoreszenz tritt auf, wenn
durch das eingestrahlte Licht w-Elektronen in einen hoheren Zustand angeregt werden,
die nicht durch strahlungslose Uberginge, sondern unter Lichtemission in den
Grundzustand zurtickkehren.
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Fluoreszenzmessungen wurden an einem Fluoromax3-Spektrofluorimeter mit 5 nm
Spaltbreiten des Anregungs- und Emissionsstrahls durchgefiihrt. Proteinkonzen-
trationen, Anregungs- und Auswerte-Wellenlingen sind in den jeweiligen
Abbildungslegenden angegeben. Alle Spektren wurden pufferkorrigiert.

3.5.2.1 Fluoreszenztitration

Um die native Struktur der rekombinant hergestellten CD4-Varianten nachweisen zu
konnen, erfolgte eine Bindungsmessung mittels Fluoreszenztitration an den Rezeptor
des CDA4.

Durch die konservierten Aminosiduren (425 —427) Asparagin, Methionin und
Tryptophan wird die Affinitit des gp120 zu CD4 vermittelt (Kwong et al., 1998). Die
Fluoreszenz des an der Interaktion der zwei Molekiile beteiligten Tryptophans kann
durch Wechselwirkung mit einem Bindungspartner messbar verringert werden. Dieses
Fluoreszenz-Quenching ist abhingig von der Konzentration des Bindungspartners und
der Dissoziationskonstante des Komplexes (Brand und Johnson, 1997).

Die Messungen erfolgten in einer rithrbaren Fluoreszenzkiivette am FluoroMax-3 bei
20 °C. Das gpl20-Fragment wurde fiir diese Messung in 2 ml Puffer O gelost, die
Konzentration betrug 300 nM. Die Zugabe der CD4-Varianten erfolgte erstmalig 2 h nach
Beginn des Experiments, im Anschluss alle 5 min. Die Konzentration der Proteine wurde
im Bereich von 0 bis 400 nM variiert. Aus der erhaltenen Abhingigkeit der Fluoreszenz
des gpl20-Fragments von der Konzentration des titrierten Proteins konnte die
Dissoziationskonstante fir folgendes Gleichgewicht bestimmt werden (Gleichung 3.6-
3.13; Grauschopf et al., 2000):

Rezeptor+Ligand 2 Rezeptor/Ligand-Komplex

Es gilt:
R/ [L
kp-E 1 Gl 3.6
[RL]
[Rl:  Konzentration des Rezeptors im Gleichgewicht
(L]: Konzentration des Liganden im Gleichgewicht
[RL]: Konzentration des Rezeptor/Liganden-Komplexes im Gleichgewicht
R=R,-RL Gl. 3.7
L=I,-RL Gl. 3.8
Ry Ausgangskonzentration des Rezeptors
L: Ausgangskonzentration des Liganden

Durch Ersetzen der Gleichung 3.6 mit den Gleichungen 3.7 und 3.8 ergibt sich:

K = BooRL) -y RL) Gl. 3.9
L RL

X =R0-L0—R0-RL-LO-RL+(RL)2 Gl 3.10
b RL

Es ergibt sich folgende quadratische Gleichung:

O=R,-L,-RL-(R,+L,+K , )+(RL)’ Gl. 3.11
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Fur die Konzentration des Rezeptor-Liganden-Komplexes ergibt sich somit:

2
R+ +K R +L +K
(RL)=-2 ; D_\/{ 0 5 D} R,-I, Gl. 3.12

Das Fluoreszenzsignal ist nach Gleichung 3.13 von der Konzentration des
Rezeptor/Liganden-Komplexes abhingig.

3=50_d5.ﬂ Gl. 3.13
0
S: Fluoreszenzsignal
So: Fluoreszenzsignal des Rezeptors ohne Ligand
dS:  Amplitude (Differenz des hochsten und niedrigsten Fluoreszenzsignals)

Mit Hilfe des Programms SigmaPlot 8.0 wurde durch Approximierung des Fluoreszenz-
signals an die gemessenen Fluoresznezwerte die Dissoziatinskonstante K, ermittelt.

3.5.2.2 Fluoreszenzpolaristation

Fluoreszenzpolarisation ist eine weitere Methode, um die Interaktion zweier Molektle
in Losung zu betrachten.

Hierbei wird ein fluoreszierendes Molekiil mit linear polarisiertem Licht angeregt.
Aufgrund der Brownschen Rotationsbewegung der in Losung befindlichen Molekiile
wird das emittierte Licht depolarisiert. Je schneller sich ein Molekil bewegt, umso stir-
ker ist die analysierte Depolarisierung. Durch Bindung eines kleinen fluoreszierenden
Molekils an einen Interaktionspartner kommt es zur Verlangsamung der
Rotationsbewegung des fluoreszierenden Molekiils und so zu einer Verinderung der
Depolarisierung des emittierten Lichts. Durch Titration eines Bindungspartners und
Analyse des emittierten Lichts kann durch Fluoreszenzpolarisation die Dissoziations-
konstante einer Bindung zweier Molekiile ermittelt werden (Kakehi et al., 2001).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Fluoreszenzpolarisationsmessungen dienten der
Bestimmung der Dissoziationskonstante zwischen einem doppelstringigen DNA-
Molekil und verschiedenen VP1-Varianten. Hierzu wurde das PCR-Fragment durch den
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin nach Angaben des Herstellers markiert und die Bindung
durch Messung der Anderung der Polarisation der Fluoreszenz des an die DNA gekop-
pelten Farbstoffs im Laufe einer Titration verfolgt.

Fur die Durchfithrung der Fluoreszenzpolarisation wurden 25 nM des fluoreszenz-
markierten DNA-Fragmentes in 2 ml 50 mM Tris-HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 2 mM DTT,
5% (v/v) Glycerin in einer rihrbaren Fluoreszenzkiivette bei 20 °C inkubiert. Die
Zugabe der Proteinvarianten erfolgte in einem Konzentrationsbereich von 2,5 bis
500 nM alle 5 min. Die Dissoziationskonstante wurde nach der fir die
Fluoreszenztitration beschriebenen Gleichung (Gleichung 3.6 bis 3.13; Grauschopf et
al., 2000) berechnet.

3.5.2.3 Thermisch induzierte Entfaltungs- und Riickfaltungsiibergiange

Die Fluoreszenz aromatischer Aminosiuren wird durch deren Umgebung beeinflusst.
Deshalb kann die temperaturinduzierte Entfaltung von Proteinen durch Bestimmung der
Tryptophanfluoreszenz beobachtet werden. Die Fluoreszenz des Tryptophans, welches
der maBgebliche Fluorophor in Proteinen ist, wird bei 295 nm angeregt. Das
Emissionsmaximum liegt in hydrophober Umgebung zwischen 330 und 340 nm; dndert
sich die Umgebung der aromatischen Aminosiure, erfolgt eine Rotverschiebung des
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Emissionsmaximums. Im Laufe der Entfaltung gelangen die im Innern des nativen
Proteins gelegenen Tryptophane aus einer hydrophoben Umgebung in wissriges Milieu.
Neben einer Verschiebung des Emissionsmaximums erfolgt durch verstirkte
Losungsmittelrelaxation auch die Abnahme der Fluoreszenz (Galla, 1988).

Zur thermisch induzierten Entfaltung wurden Proteinlosungen in einer rihrbaren
Kivette von 10 °C auf 80 °C erwiarmt. Nach jeder Temperaturerhohung um 1 °C wurde
die Proteinlosung fir 60 s bei dieser Temperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte die
Aufnahme der Fluoreszenzspektren am FluoroMax 3.

3.5.2.4 Chemisch induzierte Entfaltungs- und Riickfaltungsiibergange

Zur Messung von Entfaltungs- bzw. Rickfaltungsiibergingen wurden native bzw. dena-
turierte Proteinlosungen in Pufferldosungen mit unterschiedlichen Denaturierungs-
mittelkonzentrationen verdiinnt und 24 h bei 20 °C inkubiert. Anschlieend wurde ein
Emissionsspektrum der jeweiligen Proteinlosung aufgenommen. Die exakte Bestim-
mung der Denaturierungsmittelkonzentration erfolgte refraktrometrisch (Pace, 19806).

3.5.3 Analytische Ultrazentrifugation

Sedimentationsldufe zur Bestimmung der Molekulargewichte der hergestellten Proteine
wurden in einer analytischen Ultrazentrifuge Optima XL-A in einem ANG60Ti-Rotor bei
20 °C durchgefiihrt. Sedimentationsldufe erfolgten bei 20 000 rpm in Doppelsektor-
zellen. Die analytische Ultrazentrifugation und Auswertung der experimentellen Daten
wurden freundlicherweise von Dr. Hauke Lilie durchgefihrt.

3.5.4 Circulardichroismus

Chirale Molekille wechselwirken abhingig von der Wellenlinge und der
Polarisationsrichtung des eingestrahlten Lichts charakteristisch mit zirkular polarisiertem
Licht. Auf diese Weise treten Absorptionsunterschiede zwischen links und rechts zirku-
lar polarisiertem Licht auf (Holtzhauer, 1996; Galla, 1988). Zirkular polarisiertes Licht
wird aus linear polarisiertem Licht erzeugt, indem linear polarisiertes Licht durch ein 1/4-
Plittchen gelenkt wird. Dies fihrt zu einer Depolarisierung des linear polarisierten
Lichts im Winkel von 90° und einer Phasenverschiebung um 1/4, so dass die Summe
beider Vektoren (linear polarisiertes Licht und orthogonal polarisiertes Licht mit einer
Phasenverschiebung um 1/4) zirkular polarisiertes Licht ergibt. Im CD-Spektrometer wird
die Probenkivette mit zirkular polarisiertem Licht durchstrahlt, das mit einer Frequenz
im kHz-Bereich die Polarisationsrichtung von rechts und links zirkular polarisiertem
Licht indert, wobei die Absorption der Probe mit einem Photomultiplier gemessen wird.
Die Messung und Berechnung des Absorptionsunterschieds zwischen links und rechts
zirkular  polarisiertem Licht erfordert eine 4duBerst genaue Optik und
Auswerteelektronik, da die gemessene Grundabsorption bereits sehr hoch und der
Absorptionsunterschied sehr klein ist (Schmid, 1989).

Bei der CD-Spektroskopie von Proteinen lassen sich verschiedene Sekundirstruktur-
elemente durch charakteristische Spektren unterscheiden (Brahms & Brahms, 1980). Im
Fern-UV-Bereich absorbieren die w-Elektronen der Amidgruppen des Proteins (Johnson,
1990). In diesem Wellenlingenbereich konnen Unterschiede im Proteinriickgrat und
somit in den Sekundirstrukturelementen detektiert werden. Nah-UV-CD-Spektren die-
nen der Analyse der Umgebung aromatischer Aminosduren. Sie liefern eine Aussage
tber die Packungsdichte des Molekiils und zeigen indirekt die native Struktur der
Proteine (Neumann und Snatzke, 1990).
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=@-ZOO-Mw

O =—— 9 Gl. 3.14
g, =9 100-Mw Gl 3.15
c d
0 -0
®“”WOIW=AITj Gl. 3.16

OF gemessene Elliptizitit in Grad
O\ rw mittlere residuelle Elliptizitit
O I residuelle Elliptizitit der addierten Spektren
Ovolar mittlere molare Elliptizitit
0, molare Elliptizitit von Protein 1
0, molare Elliptizitit von Protein 2
Mw: Molekularmasse in Dalton
C: Proteinkonzentration in mg/ml
d: Schichtdicke der Kiivette in ¢m
Ny Anzahl der Aminosiduren im Proteinmolekiil
AN,: Summe der Aminosidurezahl von Protein 1 und Protein 2

Die Messung von Fern-UV-CD-Spektren erfolgte in Plittchenkiivetten einer Schichtdicke
von 0.1 mm in 1-nm-Schritten in einem Bereich von 260 bis 185 nm, wobei die Messzeit
bei jedem Punkt 1s betrug. Um moglichst rauscharme Spektren zu erhalten, wurden
von jeder Probe zwanzig Spektren akkumuliert. Fiir Nah-UV-CD-Spektren wurden die
Proben in einer Kiivette mit 10 mm Schichtdicke in einem Bereich von 340 bis 260 nm
analysiert. Alle in dieser Arbeit gezeigten CD-Spektren wurden pufferkorrigiert. Die
gemessene Elliptizitit ® wurde anhand der Gleichung 3.14 in die mittlere residuelle
Elliptizitit ©,w umgerechnet. Die Berechnung der addierten Spektren erfolgte tiber die
molare Elliptizitit @y, (Gl. 3.15) nach Gl. 3.16.

3.5.5 Massenspektrometrie

Die Molekulargewichtsbestimmung mittels Massenspektrometrie wurde freundlicher-
weise von Frau Dr. A. Schierhorn (Forschungsstelle ,Enzymologie der Proteinfaltung®
der Max-Planck-Gesellschaft, Halle) durchgefiithrt. Hierfir wurden Spektren von
Reversed Phase-HPLC-entsalzten Proben durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie an
einem REFLEX-Spektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen) oder durch ESI-
Massenspektrometrie an einem Esquire-LC-Ionenfallen-Massenspektrometer aufgenom-
men.

3.5.6 Oberflichenplasmonresonanz (BIAcore™-Technik)

Das Prinzip der BIAcore™-Technik beruht auf der Analyse von Wechselwirkungen zwi-
schen Biomolekiilen unter Nutzung des Oberflichenplasmonresonanzeffekts. Ein durch
BIAcore™-Messungen aufgenommenes Sensorgramm zeigt die Bindung und
Dissoziation eines Ligand-Rezeptor-Komplexes auf einer Sensoroberfliche.
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Bei der Oberflichenplasmonresonanz wird polarisiertes und monochromatisches Licht
auf eine dinne Goldschicht gestrahlt, an der es zur Totalreflexion kommt (Abb. 3-3).
Die Goldschicht befindet sich auf einem Glasprisma. Das Licht kann nun mit den frei-
en Elektronen der Goldschicht interagieren, die ein so genanntes ,Elektronenplasmon®
ausbilden. Kommt es zu dieser Resonanz, tritt im reflektierten Licht eine Energieliicke
auf, die einen ganz bestimmten Winkel I aufweist. Die Resonanz und damit der Winkel
I ist direkt proportional zum Beladungsgrad der Goldoberfliche.

Zur Analyse von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen wird ein Interaktionspartner an
die Sensoroberfliche immobilisiert. Kommt es zu einer Interaktion zwischen dem
Rezeptor und einem potenziellen Liganden, so erhoht sich der Beladungsgrad bzw. die
Schichtdicke an der Goldoberfliche. Der verinderte Winkel IT wird mit einem Dioden-
Array-Detektor erfasst (BIAtechnology Handbook, 1998).

>

Intensitat

Winkel

>

Resonanzsignal

1 Sensorchip mit Goldfiim

X A A A A A X X X X X
Flusszelle

Zeit

Abb. 3-3: Prinzip der BlAcore™-Technik (I: Winkel ohne Ligand; II: Winkel mit Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung) (aus BlAtechnology Handbook, 1998)

Herstellung eines Sensorchips. Die Immobilisierung des Peptids HIV (gpl120)
Fragment (421 —442) Cystein“ an einer Sensorchipoberfliche erfolgte durch Disulfid-
verbriickung.

Der in dieser Arbeit verwendete CM4-Sensorchip wurde bei 20 °C mit einer Flussrate
von 5 pl/min, im Laufpuffer 10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,005 %
Tween-20 nach folgender Anleitung mit dem Peptid ,HIV (gp120) Fragment (421-442)
Cystein“ modifiziert (BIAapplications Handbook, 1998):

1. Aktivierung der Sensorchipoberfliche
Injektion: 10 pl 50 mM NHS/200 mM EDC
2. Modifizierung der Sensorchipoberfliche
Injektion: 20 pl 80 mM PDEA in 0,1 M Borat-Puffer, pH 8,5
3. Immobilisierung des Pepitds ,HIV (gp120) Fragment (421 — 442) Cystein®
Injektion: 100 pl ,HIV (gp120) Fragment (421 — 442) Cystein® (2 mg/ml)
in 0,1 M Formiat-Puffer pH 4,3
4. Inaktivierung der Sensorchipoberfliche
Injektion: 20 pl 50 mM L-Cystein in 0,1 M Formiat-Puffer, pH 4,3, 1 M NaCl

Ermittlung der Dissoziantionskonstanten. Die Messungen der Oberflichen-
plasmonresonanz erfolgten bei 20°C und einer Flussrate von 80 pl/min. Die
Proteinlosungen wurden vor der Messung gegen den Messpuffer dialysiert. Das
Probenvolumen betrug 110 pl, wobei 70ul auf den Chip injiziert wurden. Die
Dissoziation wurde iber einen Zeitraum von 5 bis 10 min gemessen. Noch gebundener
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Analyt wurde durch anschliefende Injektion von 70 pul 8 M Harnstoff-Losung eluiert. Die
Auswertung der Messungen erfolgte mit der BIAevaluation-Software.

Fur die Inhibierung der Wechselwirkung der CD4-Varianten mit dem auf dem
Sensorchip immobilisierten gp120-Fragment wurde die jeweilige Proteinlosung mit 16s-
lichem gpl120-Fragment in verschiedenen Konzentrationen versetzt, fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieSend auf den Sensorchip injiziert.

3.6 Zellbiologische Methoden

3.6.1 Kultivierung von adharenten Zellkulturen

Die Kultivierung eukaryontischer Zellen erfolgte je nach Verwendungszweck in
Flaschen oder Petrischalen, deren Kunststoffoberflichen ein adhirentes Wachstum der
Zellen ermoglichten. Die Zellen wurden in einer gesittigten Wasserdampfatmosphire
bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Nihrmedium erneu-
ert.

Bevor eine Kultur vollstindige Konfluenz erreicht hatte, erfolgte zur Verhinderung
spontaner Transformation oder Differenzierung eine Passagierung der Kultur. Dazu wur-
den die Zellen einmal mit PBS gewaschen, um abgestorbene Zellen und Reste des alten
Mediums zu entfernen. AnschlieSend erfolgte die proteolytische Ablosung der Zellen
durch Inkubation mit Trypsin/EDTA-Losung (CHO-K1 fir 5 bis 10 min bei 37 °C, 5%
CO,) bzw. EDTA/EGTA-Losung (CHO-wt fiir 5 bis 10 min bei 37 °C, 5 % CO,). Danach
wurde die Losung entfernt, die Zellen wurden durch leichtes Schlagen gegen die
Gefiwand vollstindig von der Kulturoberfliche geldst und unter mehrmaligem Auf-
und Abpipettieren in 4 bis 8 ml Medium resuspendiert. Die Zellzahl in der Suspension
wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt, wobei die Anzahl Zellen in
einem Feld x 104 der Anzahl Zellen in 1pl der Suspension entsprach. Die
Zellsuspension wurde dann so verdiinnt und in frische Zellkulturgefifie verteilt, dass die
Zellzahl 5000 bis 40 000 Zellen pro cm? Kulturoberfliche entsprach.

3.6.2 Konservierung eukaryontischer Zellen

Zur Priaparation von Kryokulturen wurden Zellen in Zellkulturschalen ausgesit und bei
einer Konfluenz von 50 % nach der in Kapitel 3.6.1 beschrieben Anleitung abgeldst. Die
Zellen wurden anschlieend mit Freeze Stock Medium resuspendiert und in Aliquots zu
1 ml in spezielle Gefifle fiir Kryokulturen gefillt. Diese Gefifle wurden in einen dicht
geschlossenen Behilter gegeben und in ein mit Isopropanol gefiilltes Becherglas
gestellt. Dieses wurde flr 24 h bei -80 °C inkubiert; die Zellen wurden anschlieend in
flissigem Stickstoff gelagert.

3.6.3 Reaktivierung einer Kryokultur

Zur Reaktivierung eines Tiefkiihlaliquots wurde dieser im Wasserbad bei 37 °C unter
Schwenken schnell aufgetaut. Die Zellen wurden durch einmaliges Pipettieren resus-
pendiert und anschliefend in eine 10-cm?-Schale mit auf 37 °C vorgewirmtes Medium
gegeben. Nach kurzem Schwenken zur gleichmiigen Verteilung der Zellen wurden
diese dann im Brutschrank inkubiert. Nach ca. 12 h wurde das Medium einmal gewech-
selt, um Reste an DMSO zu entfernen.
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3.6.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die statistische Analyse einzelner Zellen im Hinblick
auf ihre Lichtstreuungs- und Fluoreszenzeigenschaften (Carter & Meyer, 1994). Die
Vorwirtslichtstreuung hingt von der Grole der Partikel ab, die Seitwirtsstreuung von
ihrer Form. Die Fluoreszenz kann durch exprimierte Proteine, angefirbte
Zellbestandteile (z. B. DNA) oder markierte Antikorper hervorgerufen werden
(Ormerod, 1994). Die simultane Messung dieser Parameter erlaubt eine exakte
Unterscheidung verschiedener Populationen innerhalb einer Zellsuspension.

Fiir die Messung wird in ein Flusssystem gleichmiBig die Probe injiziert, die zusam-
men mit der Trigerflissigkeit eine Dise passiert und sich somit in einem feinen
Flussigkeitsstrahl befindet. Der Strahl wird an einem Laser vorbeigeleitet, der die
Fluorophore in der Probe anregt. Zur Fluoreszenzemission wird gleichzeitig die
Vorwirts- und Seitwirtsstreuung des Lichts gemessen. Die Flussgeschwindigkeit und der
Probenauftrag werden so eingestellt, dass fiir jede Messung jeweils nur eine einzelne
Zelle den Messpunkt passiert. Die Auswertung erfolgt dann als Statistik tber die
Eigenschaften einzelner Zellen.

Zytotoxizitatstest. Die Analyse der Toxizitdt des hergestellten bifunktionellen Proteins
D1-PE und des ESC-PE38 erfolgte durch Inkubation der Proteine auf den Zelllinien
CHO-wt und CHO-K1. Hierzu wurden die Zellen in einer 24-Well-Zellkulturtestplatte
(1 ml Medium/Well) bis zur 20 %igen Konfluenz inkubiert, nach Mediumswechsel
erfolgte die Zugabe der Proteine in Konzentrationen von 0,1 pM bis 0,5 uM
(Endkonzentration im Medium).

Die Auswertung des Zytotoxizititstests erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach 48-
stindiger Inkubation der Proteine D1-PE bzw. ESC-PE38 auf den Zellen. Der Farbstoff
Propidiumjodid, welcher in die DNA nekrotischer Zellen interkaliert, diente der
Unterscheidung lebender und nekrotischer Zellen. Die Probenvorbereitung erfolgte
nach dem in der Literatur beschriebenen Protokoll (Kleinschmidt, 2004). Die
Auswertung erfolgte mittels Dotplot, bei dem die Fluoreszenz (FL3: >670 nm) gegen die
Vorwirtsstreuung (FSC) aufgetragen wurde. Fir jede Proteinkonzentration wurde die
Anzahl der lebenden Zellen bestimmt und auf einer Skala (0 — 100 %) normiert. Aus der
Auftragung der Proteinkonzentration gegen die Anzahl der lebenden Zellen wurde der
IC5-Wert des jeweiligen Proteins nach folgender Gleichung ermittelt (Grauschopf,
2000):
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y: Anteil lebender Zellen in %
Vinin' Anteil lebender Zellen bei hohen Toxinkonzentrationen ([Toxin] > ICs)
Vmax: Anteil lebender Zellen bei geringen Toxinkonzentrationen ([Toxin] < ICs)
[Toxin]: Toxinkonzentration
ICs: IC5,-Wert, Toxinkonzentration bei der 50 % der Zellen noch leben

Aufnahme fluoreszenzmarkierter Proteine in eukaryontische Zellen. Die spezifi-
sche Bindung und Internalisierung der fluoreszenzmarkierten Proteine wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert.

Die in 12-Well-Platten ausgesiten Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen
des DIR8C-TexasRed in PBS inkubiert, anschliefend dreimal mit PBS gewaschen, um
nicht gebundenes Protein zu entfernen und fir nachfolgende Durchflusszytometrie
nach dem in Kapitel 3.6.1 beschriebenen Protokoll abgelost. Die Zellen wurden
anschliefend in 500 pl PBS resuspendiert und mit einem Durchflusszytometer
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FACSCalibur analysiert. Die Auswertung der Fluoreszenzeigenschaften erfolgte anhand
eines Dot Plots, bei dem die Fluoreszenz (FL3: >670 nm) gegen die Vorwirtsstreuung
(FSC) aufgetragen wurde.

3.7 Sonstige Methoden

3.7.1 Gel-Retentions Assay

Das Prinzip des Gel-Retentions Assays beruht auf einer elektrophoretischen
Auftrennung von Protein-DNA-Komplexen. Diese laufen wihrend der Gelelektro-
phorese langsamer als die freie DNA (Taylor et al., 1994).

Zur Bestimmung der DNA-Bindungsaffinitit der VP1-Varianten wurde ein 300 bp gro-
3es PCR-Fragment (0,45 — 3,6 pg) und die zu charakterisierenden Proteine (2 — 4 ng) in
unterschiedlich molaren Verhiltnissen mit 300 pg/ml BSA in Gelshiftpuffer (Kapitel
2.9.2) fir 30 min bei 37 °C inkubiert und anschlieBend in einem 5 %igen
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Laufzeit betrug 1 h bei 4 °C, 100 V und 35 mA/Gel.
Zur Visualisierung erfolgte eine 20-minttige Inkubation des Gels in einem
Ethidiumbromidfirbebad (0,01 % Ethidiumbromid in TBE-Puffer) mit anschlieRender
Anregung der fluoreszierenden Komplexe im UV-Licht.

3.7.2 Proteolytische Fragmentierung

Die Analyse der Disulfidverbriickung von Proteinen erfolgt durch proteolytische
Fragmentierung mit der Endoprotease Trypsin. Sie katalysiert die Spaltung von
Peptidbindungen C-terminal von Arginin und Lysin. Durch Fragmentierung von
Proteinen bekannter Aminosiduresequenz und anschlieBender Analyse der Molekular-
massen der entstandenen Peptide kann eine Aussage tiber das Disulfidbriickenmuster
des betrachteten Proteins getroffen werden.

Zum Nachweis der korrekten Verbriickung der Disulfide wurden die in 6 M Guanidin
denaturierten Proteine nach Herstellerangaben mit Trypsin fragmentiert und die entstan-
denen Peptide anschlieend durch Reversed Phase Chromatographie (PR 995051503 FT
150 x 3.0 mm i.D) in H,0/0,05% TFA im steigenden Acetonitrilgradienten (1 %
Acetonitril/min) aufgetrennt.

Die Bestimmung der Molekulargewichte der betrachteten Peptide erfolgte durch
MALDI-TOF-Massenspektrometrie.

3.7.3 Serumstabilitat

Die in dieser Arbeit rekombinant hergestellten Proteine stellen potenzielle Therapeutika
dar. Deshalb musste die Stabilitit der Proteine nach lingerer Inkubation im Serum ana-
lysiert werden.

Die Proteine wurden fir 24 h in 10 % fotalem Kilberserum bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Analyse der Stabilitit erfolgte mittels SDS-Gelelektrophorese. Durch
Bestimmung der Wechselwirkung mit dem Rezeptor mittels Messung der Oberflichen-
plasmonresonanz wurde die Funktionalitit der Proteine Uberpruft.
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3.7.4 Bestimmung freier SH-Gruppen

Freie SH-Gruppen in Proteinen und Peptiden konnen nach der Methode von Ellman
(1959) bestimmt werden.

Die Analyse erfolgte in 100 mM Tris pH 8,0. 1 ml einer Proteinlosung mit einer
Konzentration von 50 pg/ml wurde mit 30 pl DTNB-Losung (4 mg/ml in 100 mM Tris
pH8,0) fir 15min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend konnte durch
Bestimmung der Extinktion bei 410 nm die molare Konzentration freier Thiolgruppen
berechnet werden.



4 Entwicklung eines Targeting-Moduls
zur HIV-Therapie

Der humane T-Zellrezeptor CD4 spielt wihrend einer HIV-Infektion eine Schliisselrolle.
Dieses Protein vermittelt durch seine Wechselwirkung mit dem Oberflichenglyko-
protein gp120 des HI-Virus die Assoziation des Virus an die Zellmembran. Nach der
Infektion einer Zelle mit dem HI-Virus werden die viruseigenen Oberflichenproteine
gp40/gp120 in die Membran eingelagert und auf den Zellen prisentiert (Lever, 1995).
Mit der Exposition des gpl20 auf der Oberfliche HIV-infizierter Zellen wird die
Moglichkeit eroftnet, spezifisch diese Zellen mit dem natiirlichen Rezeptor fir HIV, dem
CD4, zu treffen. Dabei ist die rekombinante Herstellung von CD4 ein wichtiger Aspekt
zur Entwicklung eines zelltypspezifischen Systems zur HIV-Therapie.

CD4 ist ein aus 435 Aminosdureresten bestehendes Transmembranprotein (Maddon
et al., 1985). Es gliedert sich in 4 immunglobulinihnliche extrazellulire Dominen, eine
hydrophobe Transmembranhelix und eine kleine cytoplasmatische Domine. Fir die
Wechselwirkung mit gp120 ist nur die erste extrazellulire Domine (D1) relevant
(Perutz, 1992; Kwong et al., 1998).

In dieser Arbeit wurden verschiedene Varianten der Domidne D1 des CD4 (Abb. 4-1)
rekombinant hergestellt.

Der Einsatz von D1 kann in HIV-Therapie-Ansitzen die Assoziation des HI-Virus an
T-Lymphozyten und Makrophagen verhindern (Traunecker et al., 1988; Hussey et al.,
1988; Deen et al., 1988, Fischer et al., 1988). Die bestehenden Verfahren zur rekombi-
nanten Herstellung dieses Proteins (Chao et al., 1989; Garlick et al., 1990) ermoglichen
funktionelle Studien, gentigen allerdings nicht den Anforderungen, die an die
Produktion eines Therapeutikums gestellt sind. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit
ein Protokoll entwickelt werden, um die Ausbeute und Reinheit eines rekombinant her-
gestellten D1 zu optimieren.

Das zu entwickelnde Targeting-Modul zur HIV-Therapie war eine CD4-Variante, wel-
che tiber ein C-terminales Dimerisierungsmotiv an therapeutisch relevante Molekile
assoziiert werden kann.

Grundlage dieses Dimerisierungsmotivs sind kurze polyionische Peptide. Diese
bestehen aus einer Abfolge von acht entweder positiv oder negativ geladenen
Aminosdureresten und einem zusitzlichen
Cystein-Rest. Durch Modifizierung von
Proteinen mit diesen Peptiden kann, vermit-
telt durch ionische Wechselwirkung mit
anschliefender Disulfidverbriickung, die
kovalente Konjugation von zwei Proteinen
erreicht werden (Stubenrauch et al., 2001;
Richter et al., 2001; Kleinschmidt et al.,
2003). Fur die Darstellung des Targeting-
Moduls wurde die N-terminale extrazellulire
Domine des CD4 (D1) mit einem Okta-
Argininpeptid und einem Cystein N-terminal
verlingert. Dieses Konstrukt wird in Folge
als D1R8C bezeichnet (Abb. 4-2b).

Zur Eliminierung HIV-infizierter Zellen
erfolgte die Assoziation des CD4-Konstrukts
DIR8C an ein Derivat des Pseudomonas
Abb. 4-1: Struktur des Konstrukts D1 (Quelle:  Exotoxin ES8C-PE38 (Kleinschmidt et al.,
PDB ID 1GC1) 2003). Das erhaltene rezeptorspezifische
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Zytotoxin kann Uiber CD4 HIV-infizierte Zellen binden und durch das angefiigte Derivat
des Pseudomonas Exotoxin die Vermehrung der HI-Viren durch Eliminierung der infi-
zierten Zellen verhindern.

Der Nachweis der Funktionalitit der hergestellten Proteine erfolgte durch Messung
der Affinitit zum Rezeptor gpl20 mit Hilfe biophysikalischer Methoden.
Spektroskopische Untersuchungen lieferten Aussagen tber die Struktur und Stabilitit
der dargestellten Konstrukte.

4.1 Rekombinante Herstellung der CD4-Varianten

4.1.1 Die CD4-Variante D1RS8C

4.1.1.1 Herstellung des Plasmids pET15b-D1R8C

Fur die Entwicklung des Moduls zur HIV-Therapie war die rekombinante Herstellung
einer CD4-Variante notwendig, welche ein polyionisches Fusionspeptid am C-Terminus
besitzt.

Die Herstellung der fiir das polyionische Peptid codierenden Sequenz erfolgte Giber
Hybridisierung synthetischer Oligonukleotide, die tiber einen Bereich von 10 bp kom-
plementir hybridisierten. Nicht hybridisierte Bereiche wurden durch die DNA-
Polymerase Klenow-Fragment synthetisiert. Die Sequenz des polyionischen Fusions-
peptids ist im Anhang (Kapitel 8.4) dargestellt.

Die Planung des synthetischen Oligonukleotidpaares erfolgte so, dass am 5'-Ende
eine Ncol-Restriktionsschnittstelle entstand, welche die Ligation mit dem durch PCR
erhaltenen D1-Fragment ermoglichte. Die am 3'-Ende geplante BamHI-Restriktions-
schnittstelle war fir die Klonierung in den Expressionsvektor pET15b notwendig.

Durch PCR wurde aus dem Plasmid pT7TCD4 (Conzelmann & Schnell, 1994) die fir
D1 codierende Sequenz amplifiziert, hierbei wurden die Restriktionsschnittstellen fiir
Ndel und Ncol an die Sequenz gefiigt (Abb. 4-2).

Die erfolgreiche Klonierung in den Expressionsvektor pET15b bestitigten
Sequenzierung und analytischer Restriktionsverdau. Die Klonierung in das Plasmid
pET15b ermoglichte die Expression des CD4-Konstrukts mit N-terminaler Histidinfusion.

4.1.1.2 Expression, Renaturierung und Reinigung

Zur Expression des Proteins D1R8C wurde der E.coli-Stamm BL21CodonPlus(DE3)RIL
mit dem Plasmid pET15b-D1R8C transformiert.

Um ausreichend Zellmaterial zu erhalten, wurde eine 6-1-Fed-batch-Fermentation
durchgefiihrt (Kapitel 3.3.2). Nach Anzucht des Expressionsstammes in Vollmedium bei
37 °C zu einer optischen Dichte ODgy, =54 erfolgte die Expression des Zielproteins
durch Induktion mit 1 mM IPTG und Inkubation der Zellen bei 37 °C fiir 3 Stunden. Die
Hochzelldichtefermentation ergab 755 g Zellmasse. Die Expression der entwickelten
CD4-Variante DIR8C konnte tiber eine SDS-Gelelektrophorese nachgewiesen werden
(Abb. 4-3).

Das Protein D1R8C wurde in Escherichia coli in unloslicher Form als inclusion bodies
exprimiert. Die inclusion bodies konnten nach Zellaufschluss mittels Hochdruckdis-
persion durch ein Standardverfahren isoliert und anschlieRend in 6 M Guanidin solubi-
lisiert werden (Rudolph et al., 1997; Kapitel 3.4.4).
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Abb 4-2: a) Klonierungsstrategiec D1IR8C; b) Aminosiuresequenz des Fusionspeptides R8C

Die weitere Reinigung der solubilisierten inclusion bodies erfolgte mittels Affinitits-
chromatographie. Hierbei wurde die Bindung des Proteins zu den an der Matrix gekop-
pelten Ni-Ionen durch eine N-terminale Histidinfusion am DI1R8C vermittelt (Kapitel

3.4.6.2).
1 2 3 4 5 6 7 8
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Abb. 4-3: Rekombinante Herstellung von DI1R8C, SDS-
Gelelektrophorese (15 %, Comassie-Farbung): 1 - Gesamt-
zellen uninduziert, 2 - Gesamtzellen induziert, 3 - inclusion
bodies solubilisiert, 4 - inclusion bodies gereinigt, 5 - D1IR8C
nach Renaturierung, 6 - DIRSC nach Thrombinspaltung, 7 -
DIR8C nach Reversed Phase Chromatographie, 8- DIR8C
nach Gelchromatographie

Zur Herstellung der nativen
Form des DIRS8C mussten
zunichst die optimalen Bedin-
gungen fir eine Renaturierung
bestimmt werden. Die Domidne D1
des CD4 verfugt Uber zwei
Cysteine, die im Laufe der
Renaturierung disulfidverbriickt
werden. Durch die Fusion des C-
terminalen Peptidsegments R8C an
die Domine D1 wurde ein weite-
res Cystein an die Aminosiure-
sequenz  angeftigt. Um  die
Ausbildung der korrekten Disulfid-
briicke sowie der nativen Struktur
des Proteins zu unterstiitzen, wur-
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den verschiedene Losungsmittelbedingungen der Renaturierung, die Anwesenheit von
Arginin und Guanidin, die Temperatur, der Einsatz eines Redoxshuffling-Systems und
die Proteinkonzentration variiert.

Die Analyse der Bildung des nativen Proteins erfolgte nach Abtrennung der entstan-
denen Aggregate mittels Reversed Phase Chromatographie (Kapitel 3.4.4). Diese
Methode liefert Aussagen tber das Disulfidbrickenmuster der zu analysierenden
Proteine. Hierbei wurde die Ausbildung der korrekten Disulfide als Maf3 fir die native
Struktur des Proteins verwendet. Wihrend des Renaturierungsprozesses kommt es zur
Bildung der nativen Protein-
struktur. Dies kann in der
Reversed Phase Chromatogra-

5 1;2 | D1R8Cinclusion bodies 34— phie durch Verkirzung der
T g |  DIRECrenaturien . M Retentionszeit gegeniiber dem
S 80| I _§ denaturierten Protein eindeutig
g 70 | I 130 g analysiert werden.
K 60 B g @ In Abbildung 4-4 sind die
T 50 | e é Chromatogramme der reduzier-
s 40 A = ten Form des D1R8C und einer
s 30 | \ r24 § oxidierten Probe dargestellt. Der
2 fg: o\ L o0 g grau unterlegte Peak des Chro-
< - A — matogramms der oxidierten
010 12 14 16 18 20 22 24 20 Probe stellt die native Form des

Proteins dar. Zur Optimierung
der Renaturierung wurden die

Abb. 4-4: Analyse des Disulfidbriickenmusters von DIRSC Peakflichen dieser Spezies aus-
durch Reversed Phase Chromatographie (Jupiter 5u C5 300° 250 gewertet. Anhand dieser Ana-
X 4,6 mm 5u micron): Der grau unterlegte Peak entspricht der . .

wihrend der Renaturierungsoptimierung  analysierten lyse. konnten . dle_ optlmal.en
Peakfliche. Die Renaturierungsansitze wurden im steigenden Bedingungen fiir die Renaturie-
Acetonitrilgradienten aufgetrennt (0,5 % Acetonitril/min). rung von DIR8C ermittelt wer-

Zeit [min]

den.

pH-Wert. Der pH-Wert hat einen groflen Einfluss auf die Renaturierungsausbeute. Der
optimale pH-Wert muss zum einen mit der pH-Toleranz des Proteins Ubereinstimmen
und hat zum anderen Auswirkungen auf den durch oxidierende und reduzierende
Agenzien vollzogenen Disulfidaustausch (Rudolph et al., 1997).

Der optimale pH-Wert der Renaturierung von DI1R8C wurde durch Analyse der
Renaturierungsansitze bei pH-Werten zwischen pH 7,5 und pH 9,0 bestimmt. Die
Analyse der Renaturierungsausbeute unter variierenden pH-Bedingungen zeigte einen
Anstieg der Menge l6slichen Proteins mit zunehmenden pH-Wert. Der bei hohem pH-
Wert geforderte Disulfidaustausch begtinstigt die Ausbildung der gewiinschten
Disulfidbriicke und ermoglicht somit eine erhohte Ausbeute an loslichem Protein und
eine verklrzte Renaturierungsdauer. Die pH-Werte tiber pH 8,5 liegen nahe dem iso-
elektrischen Punkt des D1IRS8C (IP = 10,01) und wirken moglicherweise destabilisierend
auf die native Proteinstruktur.

Argininkonzentration. Arginin hilt denaturiertes Protein in Losung und verhindert
dessen Aggregation (Rudolph et al., 1997). Es hat im Gegensatz zu Guanidin den Vorteil,
dass die native Struktur des Proteins nicht destabilisiert wird.

Die Renaturierung wurde in Anwesenheit von O M bis 1 M Arginin getestet. Die
Optimierung zeigte bei 0,3 M Arginin eine erhohte Ausbeute an 16slichem Protein im
Vergleich zu anderen Argininkonzentrationen (Abb. 4-5a).
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Redoxbedingungen. Zur Regeneration der bei Solubilisierung der inclusion bodies
reduzierten Disulfidbriicke erfolgte die Einstellung der optimalen Redoxbedingungen
durch Zugabe von oxidiertem und reduziertem Glutathion. Der durch dieses System
bewirkte Redoxaustausch gewihrleistet die Ausbildung der Disulfidbriicke tber
gemischte Disulfide mit Glutathion (Rudolph et al., 1997). Dies ist eine Voraussetzung
zur Bildung der nativen Konformation.

Ein fiinffach molarer Uberschuss an oxidiertem gegeniiber reduziertem Glutathion
erhohte die Ausbeute an 16slichem D1RSC.

Temperaturabhingigkeit. Zur Bestimmung der optimalen Temperatur fir die
Renaturierung erfolgte eine Inkubation bei 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C und 30 °C.
Hohere Temperaturen steigern die Renaturierungsgeschwindigkeit, niedrigere
Temperaturen verlangsamen in der Regel die Renaturierung. Aufgrund temperaturab-
hingiger Aggregationsprozesse sowie potenzieller Proteaseaktivitit von E. coli-
Proteasen muss die optimale Renaturierungstemperatur ermittelt werden.
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Abb. 4-5: Renaturierungsoptimierung der CD4-Variante D1RSC: a) Einfluss der Argininkonzentration auf
die Renaturierungsausbeute: Die Renaturierung erfolgte in 100 mM Tris pH 8,5, 1 mM GSH, 5 mM GSSG,
bei 10 °C, fiir 12 h und einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml. b) Einfluss der Guanidinkonzentration
auf die Renaturierungsausbeute: Die Renaturierung erfolgte in 100 mM Tris pH 8,5, 1 mM GSH, 5 mM
GSSG, 300 mM Arginin, bei 10 °C, fur 12 h und einer Proteinkonzentration von 100 pg/ml. ¢) Einfluss der
Proteinkonzentration auf die Renaturierungsausbeute: Die Renaturierung erfolgte in 100 mM Tris pH 8,5,
1 mM GSH, 5 mM GSSG, 300 mM Arginin, bei 10 °C, fur 12 h. d) Renaturierungskinetik: Die Renaturierung
erfolgte in 100 mM Tris pH8,5, 1mM GSH, 5mM GSSG, 300 mM Arginin, bei 10°C und einer
Proteinkonzentration von 100 pg/ml.
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Die Auswertung der Temperaturabhingigkeit zeigte, dass die Inkubation bei 10 °C fur
die Bildung von léslichem D1R8C optimal ist.

Guanidinkonzentration. Die inclusion body-Solubilisate lagen in 4 M Guanidin gelost
vor. Die Verdinnung der Solubilisate im Renaturierungsansatz setzte die Guanidin-
Konzentration auf 50 — 100 mM Guanidin herab.

Guanidin destabilisiert die native Struktur von Proteinen. Deshalb konnte davon aus-
gegangen werden, dass die Guanidinkonzentration im Faltungsansatz einen negativen
Einfluss auf die Ruickfaltung hat. Da im priparativen Maf3stab eine Pulsrenaturierung
durchgefiihrt wurde und bei dieser die stindige Zugabe des inclusion body-Solubilisats
eine Erhohung der Guanidin-Konzentration verursachte, war es notwendig, die Bildung
l6slicher Proteine bei der Renaturierung in Anwesenheit von 0,5 M bis 2 M Guanidin zu
bestimmen.

Die Ergebnisse der Renaturierung zeigten, dass eine hohe Guanidin-Konzentration
von 1,5M die Renaturierung von D1R8C nur in geringem Maf beeinflusst, so dass in
priaparativen Ansitzen eine Pulsrenaturierung moglich ist (Abb. 4-5b).

Proteinkonzentration. Die Konzentration des eingesetzten Proteins hat ebenfalls
Auswirkung auf die Ausbeute der Faltung. Hohe Proteinkonzentrationen fordern im
Laufe der Renaturierung eine Aggregation der Proteine. Dies fiithrt zu einem Absinken
der Ausbeute der Renaturierung mit steigender Proteinkonzentration.

Zur Bestimmung der optimalen Proteinkonzentration im Renaturierungsansatz erfolg-
te die Verdinnung des Proteins im Renaturierungsansatz zu folgenden Endkonzen-
trationen: 25 ug/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pg/ml, 125 pg/ml, 150 pg/ml, 175 pg/ml
und 200 pg/ml.

Mit zunehmender Proteinkonzentration erhohte sich die Ausbeute an l6slichem
Protein. Auch eine Proteinkonzentration von 200 ng/ml tibte keinen negativen Einfluss
auf die Renaturierungsausbeute von D1R8C aus (Abb. 4-5¢).

Kinetik der Renaturierung. Um fir eine vorgesehene Pulsrenaturierung abschitzen
zu konnen, wie der zeitliche Abstand zwischen den einzelnen Pulsen zu bemessen ist,
wurde die Kinetik der Renaturierung analysiert.

Dazu wurden Aliquots eines Renaturierungsansatzes zu bestimmten Zeitpunkten mit
0,05 % TFA angesiuert. Das Absenken des pH-Wertes verhindert den Disulfidaustausch
und eine weitere Renaturierung der noch nicht nativ gefalteten Proteine. Die Analyse
der Proben mittels Reversed Phase Chromatographie ergab, dass die Renaturierung von
DI1RS8C innerhalb von 5 Minuten abgeschlossen ist (Abb. 4-5d).

Zusammenfassend konnten fir die Renaturierung der CD4-Variante D1R8C folgende
Bedingungen ermittelt werden:

Arginin 300 mM
GSH 1 mM
GSSG 5 mM
pH-Wert pH 8,5
Temperatur 10 °C
Proteinkonzentration 200 pg/ml
Pulsintervall 5 min
Anzahl der Pulse 10

Nach der durchgefiihrten Pulsrenaturierung folgte die Reinigung des Konstruktes Uber
Reversed Phase- und Gelchromatographie analog dem im Kapitel 3.4.6.2 beschriebenen
Protokoll (Abb. 4-3). Die Ausbeuten der Reinigungsschritte sind in der Tabelle 4-1
zusammengefasst.
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Die massenspektrometrische Analyse ergab ein Molekulargewicht des gereinigten
Proteins von 13 885,0 Da. Die Abweichung von 305,4 Da zum theoretisch ermittelten
Wert (13 579,6 Da) entspricht der Masse eines Glutathions, welches am C-Terminus tiber
die freie Thiolgruppe des Cysteins an die CD4-Variante D1R8C gekoppelt wurde. Die
Abspaltung des Histidinfusionspeptides durch die Serinprotease Thrombin bestitigte die
N-terminale Sequenzierung des Konstrukts D1R8C nach abgeschlossener Reinigung.

Tab. 4-1: Ausbeuten der einzelnen Reinigungsschritte der CD4-Variante D1R8C

Reinigungsschritt Ausbeute
Zellen 100,0 g
Isolierte inclusion bodies 350¢g
Proteingehalt der solubilisierten inclusion bodies 48 ¢g
Proteingehalt der gereinigten inclusion bodies 13¢g
D1R8C nach Reversed Phase Chromatographie 67,6 mg
D1R8C nach Rekonstitution 36,4 mg
D1R8C nach Gelchromatographie 27,3 mg

Nach priparativer Reinigung mittels Gelchromatographie konnte nachgewiesen werden,
dass die rekombinant hergestellte CD4-Variante DIR8C als homogene Spezies vorlag.
Eine Homodimerisierung des Proteins aufgrund des angefiigten Cysteins konnte durch
analytische Ultrazentrifugation, nichtreduzierende SDS-Gelelektrophorese sowie analy-
tische Gelchromatographie ausgeschlossen werden (Abb. 4-6).
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Abb. 4-6: Nachweis des Oligomerisierungszustandes des DI1RSC: a) Analytische Gelchromatographie
(§75; 50 mM Hepes pH 7.5, 300 mM NacCl, 5 % (v/v) Glycerin): Es wurden 100 pg D1R8C aufgetrennt. b)
SDS-Gelelektrophorese (15 %, Coomassie-Firbung): Nachweis der monomeren Form des DIR8C durch
Analyse des Laufverhaltens des reduzierten und nichtreduzierten Proteins. 1 - D1R8C reduziert, 2 - D1R8C
nicht reduziert
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4.1.2 Die CD4-Variante D1

4.1.2.1 Herstellung des Plasmids pET15b-D1

Um D1 als Targeting-Modul in Kombination mit anderen biologisch aktiven
Komponenten einsetzen zu konnen, wurde es mit einem polyionischen Fusionspeptid
hergestellt. Dieses ermoglicht die spezifische Kopplung an Proteine mit komplementir
geladenen Fusionspeptiden (Richter ef al., 2001; Kapitel 1.6). Dartiber hinaus kann D1
aber auch als isoliertes Protein therapeutisch wirksam sein, da es bei Applikation an
gp120 des HI-Virus binden kann, die Oberfliche des Virus blockiert und somit eine
Infektion der Zelle mit dem Virus verhindert (Kapitel 1.6; Traunecker et al., 1988,
Hussey et al., 1988; Deen et al., 1988; Fischer et al., 1988).

Die fir D1 codierende Sequenz wurde durch PCR aus dem Plasmid pT7T-CD4
(Conzelmann & Schnell, 1994) amplifiziert. Durch diese Reaktion wurden gleichzeitig
die Restriktionsschnittstellen fiir Ndel und BamHI an das 5'- bzw. 3'-Ende der Sequenz
angefiigt. Uber die eingefiihrten Schnittstellen erfolgte die Insertion in das Expressions-
plasmid pET15b.

Die erfolgreiche Klonierung wurde durch Sequenzierung und analytischen
Restriktionsverdau bestitigt.

4.1.2.2 Expression, Renaturierung und Reinigung von D1

Das Protein D1 konnte analog zur beschriebenen CD4-Variante D1R8C im Escherichia
coli Stamm BL21Codon Plus (DE3) RIL im Laufe einer 6 | Fed-batch-Fermentation expri-
miert werden (Kapitel 3.3.2). Die Hochzelldichtefermentation ergab 1,115kg Zell-
material.

Die Isolierung, Solubilisierung, Reinigung der inclusion bodies sowie die priparative
Renaturierung erfolgten nach der fiir die Variante D1R8C ermittelten Methode (Kapitel
4.1.1.2; Abb. 4-7a).

Die Reinigung des nativen Proteins wurde entsprechend der in Kapitel 3.4.6.2
beschriebenen Anleitung durchgefiithrt. Aus 100 g eingesetztem Zellmaterial konnten
119,2 mg reines Protein erhalten werden.

Tab. 4-2: Ausbeuten der einzelnen Reinigungsschritte der CD4-Variante D1

Reinigungsschritt Ausbeute
Zellen 100,0 g
Isolierte inclusion bodies 244 g
Proteingehalt der solubilisierten inclusion bodies 27¢g
Proteingehalt der gereinigten inclusion bodies 1,8¢g
D1 nach Reversed Phase Chromatographie 657,2 mg
D1 nach Rekonstitution 460,3 mg
D1 nach Gelchromatographie 119,2 mg

Die Reinheit des Konstrukts D1 wurde mittels SDS-Gelelektrophorese, analytischer
Gelchromatographie (Abb. 4-7) und analytischer Reversed Phase Chromatographie
(Daten nicht gezeigt) dokumentiert. Die Tabelle 4-2 zeigt die Ausbeuten der einzelnen
Reinigungsschritte.

Die massenspektrometrische Analyse ergab ein Molekulargewicht des gereinigten
Proteins von 11 719,3 Da. Dies entspricht der theoretisch ermittelten Masse des D1.

Die Durchfiihrung eines Ellman-Tests zeigte, dass keine freien Cysteine im Protein
vorlagen (Ellman et al., 1959; Haber, 1972).
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Abb. 4-7: Reinigung der CD4-Variante D1. a) SDS-Gelelektrophorese (15 %, Comassie-Firbung):
Rekombinante Herstellung von D1. 1 - Gesamtzellen uninduziert, 2 - Gesamtzellen induziert, 3 - inclusion
bodies gereinigt, 4 - D1 nach Renaturierung, 5 - D1 nach Thrombinspaltung, 6 - D1 nach Reversed Phase

Chromatographie, 7-D1 nach Gelchromatographie. b) Analytische Gelchromatographie (S75; 50 mM
Hepes pH 7,5, 300 mM NacCl, 5% (v/v) Glycerin): Es wurden 120 ng D1 aufgetrennt.

4.2 Charakterisierung der CD4-Varianten

4.2.1 Nachweis der Disulfidverbriickung

Um die Ausbildung der korrekten Disulfidbriicke im Protein D1R8C nachzuweisen, wur-
den die CD4-Varianten D1 und D1R8C durch Behandlung mit Trypsin proteolytisch frag-
mentiert. Die Analyse der entstandenen Peptide erfolgte durch Auftrennung tber
Reversed Phase Chromatographie und massenspektrometrische Bestimmung der
Molekulargewichte (Kapitel 3.7.2).

Die Abbildung 4-8a zeigt die Proteinsequenz der CD4-Variante DIR8C mit den
Spaltstellen fur Trypsin. Fur den im Chromatogramm Abb. 4-8b hervorgehobenen Peak
konnte nach proteolytischer Spaltung des D1RSC die Masse von 1663 Da ermittelt wer-
den. Dies entspricht dem Molekulargewicht der an die Wildtypdomine des CD4 (D1)
C-terminal angefiigten Aminosiduren 93 — 106. Daraus geht hervor, dass das Cystein des
Fusionspeptids nicht in der Disulfidbriicke involviert ist, und beweist so indirekt die
korrekte Verbriickung der Cysteine in der CD4-Variante D1R8C.

4.2.2 Nachweis der Funktionalitit

Die Analyse der Bindung an das Oberflichenglykoprotein gp120 des HI-Virus sollte die
native Struktur der rekombinant hergestellten CD4-Varianten bestitigen und Aussagen
tber die Kinetik der Wechselwirkung sowie die Affinitit der CD4-Varianten zu ihrem
Rezeptor liefern.

Das fir die Bindungsmessung verwendete gpl20-Fragment (HIV gpl20-Fragment
421 —438) ist ein Teil der zwischen der dufleren und inneren Domine des gpl120
geformten Vertiefung, die in Wechselwirkung mit D1 tritt. Durch die konservierten
Aminosiduren (425 —427) Asparagin, Methionin und Tryptophan wird die Assoziation
mit D1 vermittelt (Kwong et al., 1998).
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Abb. 4-8: a) Darstellung der Proteinsequenz der CD4-Variante D1R8C vom N- zum C-Terminus. Der grau
unterlegte Sequenzabschnitt entspricht dem im Chromatogramm hervorgehobenen Peak. ¥ markiert die
Spaltstellen des Trypsin. Klein dargestellte Buchstaben zeigen Bereiche, an denen zwei Spaltstellen auf-
einander folgen. b) Analyse der durch proteolytische Spaltung der CD4-Varianten D1 und D1R8C erhal-
tenen Peptide mittels Reversed Phase Chromatographie im steigenden Acetonitril/0,05 % TFA Gradienten
(1 % Acetonitril/min, FC 125/4 Nucleosil 100-5 C18 PPN). Der hervorgehobene Peak entspricht dem an
die Wildtypdomiine D1 fusionierten Peptid.

Kinetische Parameter der Bindung. Die kinetischen Konstanten der Wechselwirkung
der CD4-Varianten mit dem beschriebenen gp120-Fragment wurden durch Messung der
Oberflichenplasmonresonanz ermittelt. Hierzu wurde die Bindung der Proteine D1
sowie D1R8C an das immobilisierte gp120-Fragment analysiert (Kapitel 3.5.6, Abb. 4-9a
und ©).

In der Tabelle 4-3 sind die ermittelten Assoziations- und Dissoziationsgeschwindig-
keiten sowie die Dissoziationskonstante der Wechselwirkung der Proteine dargestellt.
Die hergestellten CD4-Varianten binden das immobilisierte gpl20-Fragment mit
Dissoziationskonstanten zwischen 15 und 19 nM. Die Assoziations- und Dissoziations-
geschwindigkeiten dokumentieren eine sehr langsame Gleichgewichtseinstellung. Der
gebildete Komplex, bestehend aus der jeweiligen CD4-Variante und dem gpl20-
Fragment, ist sehr stabil.

Die Affinitit der analysierten Proteinvarianten zu immobilisiertem gp120-Fragment

kann durch Inkubation mit freiem gp120-Fragment unterbunden werden (Abb. 4-9b und
d.

Tab. 4-3: Kinetische und thermodynamische Konstanten der Wechselwirkung der CD4-Varianten mit
immobilisierten gp120-Fragment (Oberflichenplasmonresonanz)

CD4-Variante k, [M-1s-1] kg [s1] K, [M]
D1 5,9.e3+ 1,733 0,9e4+ 0,134 1,54-e8 + 0,76-e38
DI1RSC 7,33+ 1,75-¢3 1,5e4+ 023e4  1,90-e8 + 0,19-¢8

Bestimmung der Affinitit in Losung. Fine weitere Methode zur Bestimmung der
Dissoziationskonstanten ist die Fluoreszenztitration (Kapitel 3.5.2.1; Abb. 4-10).

Diese Anwendung beruht auf der Anregung der Fluoreszenz des an der Bindung
beteiligten Tryptophans, welche durch Wechselwirkung mit einem Bindungspartner
messbar verringert werden kann. Dieses Fluoreszenz-Quenching ist abhingig von der
Konzentration des Bindungspartners und der Dissoziationskonstante des Komplexes
(Brand und Johnson, 1997).

Die Sensitivitit dieser Methode ist fiir die Ermittlung der Dissoziationskonstante zwi-
schen D1 und dem beschriebenen gp120-Fragment nicht ausreichend. Ursache hierfuir
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Abb. 4-9: Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten durch Messung der Oberflichenplasmon-
resonanz. Flussrate: 80 pl/min; Laufpuffer: 50 mM HEPES pH 7,5, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5% (v/v)
Glycerin; 20 °C. a) Bestimmung der Dissoziationskonstanten des D1 zu immobilisiertem gp120-Fragment
(500 RU immobilisiert an CM4-Sensorchip) durch Injektion von Proteinkonzentrationen von 2 pM bis
18 uM. b) Inhibierung der Wechselwirkung von D1 (Proteinkonzentration: 4 pM) mit immobilisiertem
gp120-Fragment (500 RU immobilisiert an CM4-Sensorchip) durch Zugabe von freiem gp120-Fragment
(Proteinkonzentrationen: 4 pM, 6 pM). ©) Bestimmung der Dissoziationskonstanten des DIR8C zu immo-
bilisiertem gp120-Fragment (100 RU immobilisiert an CM4-Sensorchip) durch Injektion von
Proteinkonzentrationen von 3,5pM bis 15uM. d) Inhibierung der Wechselwirkung von DIR8C
(Proteinkonzentration: 4 pM) mit immobilisiertem gp120-Fragment (100 RU immobilisiert an CM4-
Sensorchip) durch Zugabe von freiem gp120-Fragment (Proteinkonzentrationen: 4 pM, 6 pM).

sind moglicherweise die unterschiedlichen Fluoreszenzspektren der CD4-Konstrukte
(Kapitel 4.2.3). Zum Nachweis der Wechselwirkung zwischen D1 und gp120 wurde eine
Titration mit dem Gesamtrezeptor gp120 durchgefiihrt (Abb. 4-10b).

Die Wechselwirkung in Losung zwischen DI1R8C und dem gpl20-Fragment kann
durch die Dissoziationskonstanten von 1,06 nM charakterisiert werden. D1 bindet den
gp120-Gesamtrezeptor mit einer Dissoziationskonstante von 0,7 nM.

Die Affinititen der hergestellten CD4-Konstrukte D1 und D1R8C zu dem Rezeptor
sind identisch und stimmen mit den in der Literatur dokumentierten Disso-
ziationskonstanten iberein (Myszka et al., 2000; Xiang et al., 2002; Moebius et al., 1992,
Kapitel 4.4.2).
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Abb. 4-10: Bestimmung der Dissoziationskonstanten der Wechselwirkung der CD4-Varianten mit gp120
durch Fluoreszenztitration. Die Messung erfolgte in 50 mM HEPES pH 7,5, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5 %
(v/v) Glycerin bei 20 °C. Die Anregungswellenlinge betrug 295 nm. a) Titration von D1R8C zu 300 nM
gpl120-Fragment, Auswertewellenlinge: 358 nm; b) Titration von D1 zu 50 nM gp120-Gesamtrezeptor,
Auswertewellenlidnge: 345 nm

4.2.3 Spektroskopische Charakterisierung

Zur Untersuchung des Sekundirstrukturgehaltes der CD4-Varianten wurden Fern-UV-
CD-Spektren aufgenommen (Abb. 4-11).

Die Analyse der Struktur von D1 durch Fern-UV-CD-Spektroskopie zeigte ein fur
Proteine mit hohem Anteil an B-Faltblattstrukturen typisches Spektrum (Neumann &
Snatzke, 1990). Diese fur die CD4-Dominen beschriebene immunglobulinihnliche
Struktur (Wang et al., 1990, Ryu et al., 1990, Ryu et al., 1994) konnte durch Inkubation
des Proteins in 6 M Guanidiniumhydrochlorid denaturiert werden (Abb. 4-11a).

Das Fern-UV-CD-Spektrum der CD4-Variante D1R8C zeigte kein Spektrum, welches
auf B-Faltblattstrukturen hinweisen wiirde. Das Minimum der Elliptizitit des Fern-UV-
CD-Spektrums verschiebt sich im Vergleich zum Wildtypkonstrukt von 218 nm auf
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Abb. 4-11: Untersuchung des Sekundirstrukturgehaltes der CD4-Varianten durch Fern-UV-CD-
Spektroskopie. Die Spektren der nativen Proteine wurden in 100 mM NaH,PO,/Na,HPO, pH 7,5, 150 mM

NaCl, die Spektren der denaturierten Proteine (A) mit zusitzlich 6 M Guanidiniumhydrochlorid bei 20 °C
aufgenommen. a) Strukturanalyse der CD4-Variante D1; b) Strukturanalyse der CD4-Variante D1R8C
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208 nm. Dennoch konnte ein hoher Gehalt an Sekundirstruktureinheiten fir dieses
Protein festgestellt werden, da das Spektrum durch Inkubation von DIR8C in 6 M
Guanidiniumhydrochlorid dramatisch verandert wird (Abb. 4-11b).
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Diese Ergebnisse wurden auch durch Analyse der Fluoreszenzemissionspektren besti-
tigt. Natives D1 besitzt ein Emissionsmaximum bei 347 nm. Unter denaturierenden
Bedingungen verschiebt sich das Maximum zu 356 nm (Abb. 4-13a und ¢). Eine solche
Verschiebung des Emissionsmaximums kann durch die Exposition der Tryptophanreste
zum Losungsmittel im denaturierten Zustand erklirt werden.

Natives DIR8C hingegen besitzt ein Emissionsmaximum bei 358 nm. Im Laufe der
thermisch bzw. chemisch induzierten Denaturierung verschiebt sich dieses Maximum
um 3 nm auf 361 nm (Abb. 4-13b und d). Diese geringe Rotverschiebung der Fluores-
zenzemissionsmaxima bestitigt den durch CD-Spektroskopie gezeigten, verinderten
Sekundirstrukturgehalt der CD4-Variante D1R8C.

Zur Analyse moglicher Strukturverinderungen durch Bindung des Rezeptors gp120
folgte die Bestimmung der Sekundirstrukturen der CD4-Varianten D1 und D1R8C in
Gegenwart des Fragments des natlrlichen Rezeptors gpl20 durch Fern-UV-CD-
Spektroskopie (Abb. 4-14).

Im Fern-UV-CD-Spektrum zeigt freies gp120-Fragment eine random coil-Struktur, was
anhand der negativen Elliptizitit zwischen 220 und 210 nm und dem positiven Signal
unterhalb von 200 nm erkennbar ist (Neumann & Snatzke, 1990).

Im Komplex mit D1 konnte eine Verschiebung des Minimums der Elliptizitit auf
215 nm beobachtet werden (Abb. 4-14a und b). Die Amplitude der residualen Elliptizitit
verringerte sich im Vergleich zum freien gp120-Fragment von -11 000 deg - cm2- dmol!
auf -4000 deg - cm=2- dmol-l. Im Vergleich zu freiem D1 konnte fiir das gebundene wie
auch das freie Protein eine Elliptizitit von -4000 deg - cm2- dmol! gemessen werden
(Abb. 4-14a und b). Das gp120-Fragment erfihrt moglicherweise durch die Bindung des
CD4 eine Strukturinduktion zum B-turn. Diese Struktur ist fur diesen
Aminosdureabschnitt des gp120 beschrieben (Kwong et al., 1998).

Das Fern-UV-CD-Spektrum des D1R8C in Gegenwart von gp120-Fragment zeigte eine
Verschiebung des Minimums von 208 nm auf 210 nm und gleichzeitig eine Abnahme der
Amplitude der residualen Elliptizitit auf -3500 deg - cm2- dmol-l. Des Weiteren bildete
sich durch Zugabe des gp120-Fragments ein weiteres Minimum bei 218 nm mit einer
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Abb. 4-13: Vergleich der Fluoreszenzemissionsspektren der CD4-Varianten unter nativen und dentaurie-
renden Bedingungen: a) Fluoreszenzemissions-Spektren von D1 (thermisch induzierte Denaturierung); b)
Fluoreszenzemissions-Spektren von DIR8C (thermisch induzierte Denaturierung); ¢) Fluoreszenz-
emissions-Spektren von D1 (chemisch induzierte Denaturierung); d) Fluoreszenzemissions-Spektren von
DIR8C (chemisch induzierte Denaturierung); Die Spektren wurden in 50 mM HEPES, 300 mM NacCl,
pH7,5, 5% (v/v) Glycerin; die Spektren der denaturierten Proteins mit zusitzlich 3,7 M
Guanidiniumhydrochlorid, bei einer Proteinkonzentration von 1 pM und einer Anregungswellenlinge von
295 nm aufgenommen.

Amplitude von -3000 deg - cm=2- dmol! (Abb. 4-14c und d). Diese Beobachtungen zei-
gen wiederum eine Strukturinduktion im gp120-Fragment, eine Anderung des
Sekundirstrukturgehaltes des D1R8C kann aber ebenfalls in den Abbildungen erkannt
werden.

Die addierten Spektren der molaren und residualen Elliptizitit der untersuchten
Proteine (D1 und gp120-Fragment bzw. DIRS8C und gp120-Fragment) wichen in beiden
Fillen von den experimentell ermittelten Spektren des CD4 - gpl20-Fragment —
Komplexes ab (Abb. 4-14). Es kann also davon ausgegangen werden, dass die
Wechselwirkung zwischen den CD4-Konstrukten und dem gpl120-Fragment mit einer
Verinderung des Sekundirstrukturgehaltes verbunden ist (Kapitel 4.4.2).
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Abb. 4-14: Strukturanalyse durch Fern-UV-CD-Spetroskopie in Gegenwart des gp210-Fragments: a)
Molare Elliptizitit von D1, gp120-Fragment, D1 — gp120-Fragment; b) Residuale Elliptizitit von D1, gp120-
Fragment, D1 - gp120-Fragment; ¢) Molare Elliptizitit von DIR8C, gp120-Fragment, D1R8C — gp120-
Fragment; d) Residuale Elliptizitit von D1R8C, gp120-Fragment, D1R8C — gp120-Fragment. Die Spektren
wurden in 100 mM NaH,PO,/Na,HPO, pH 7,5, 150 mM NacCl bei 20 °C aufgenommen.

4.2.4 Thermisch induzierte Entfaltungsiibergange

Zur Untersuchung der thermischen Stabilitit der CD4-Varianten wurden Fluoreszenz-
spektren bei verschiedenen Temperaturen aufgenommen. Die Fluoreszenzemissions-
spektren wurden durch die Anregung der zwei Tryptophanreste bei 295 nm bestimmt.

Der Ubergangsmittelpunkt der thermischen Entfaltung des D1 wurde bei 50 °C beob-
achtet (Abb. 4-15b). Die thermische Entfaltung des D1 ist reversibel (Abb. 4-15b). Das
Fern-UV-CD-Spektrum des Proteins, das nach Abkiihlung der entfalteten Domine auf-
genommen wurde, zeigte die native Struktur der Wildtypdomine (Daten nicht gezeigt).

Durch Inkubation des D1 mit dem Fragment des natiirlichen Rezeptors gp120 kann
das Protein stabilisiert werden. Der Ubergangsmittelpunkt dieses Ansatzes liegt bei
52 °C (Abb. 4-150).

Fir DIRSC konnte unter den angegebenen Bedingungen kein Entfaltungsiibergang
beobachtet werden (Abb. 4-15d). Eine Stabilisierung des Proteins durch Inkubation mit
dem Fragment des natiirlichen Rezeptors gp120 wurde in diesen Untersuchungen nicht
erreicht (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4-15: Thermische Stabilitit der CD4-Varianten: a) Thermische Denaturierung von D1; b) Thermische
Denaturierung von D1, Messwerte wurden normiert; ¢) Thermische Denaturierung von D1 in Gegenwart
von 1 pM gpl120-Fragment; d) Thermische Denaturierung von D1R8C, Messwerte wurden normiert: Fiir
DI1R8C wurde der Messwert bei 10 °C als 1,0 angenommen, da fir DIR8C zu Beginn der Temperatur-
zunahme kein Plateau erreicht wird. Die Spektren wurden in 50 mM HEPES pH7,5, 150 mM NaCl, 5 % v/v
Glycerin aufgenommen. Die Anregungswellenlinge betrug 295 nm.

4.2.5 Analyse der Stabilitit nach Inkubation im Serum

Die hergestellten CD4-Varianten konnen aufgrund ihrer biologischen Aktivitit als
Therapeutika verwendet werden. Um den an ein Therapeutikum gestellten Anforde-
rungen gerecht zu werden, miissen die untersuchten Proteine nach lingerer Inkubation
im Serum stabil sein und ihre Funktionalitit erhalten.

Zum Nachweis der Stabilitit erfolgte die Inkubation der Proteine in 10 % fotalem
Kilberserum bei Raumtemperatur. Nach 24 h wurden die Ansitze durch SDS-Gel-
elektrophorese analysiert, die Funktionalitit der CD4-Varianten wurde durch Bindung
an ein immobilisiertes gpl20-Fragment mittels Messung der Oberflichenplasmon-
resonanz uberpriift.

Die SDS-Gelelektrophorese (Abb. 4-16a) zeigt keinen proteolytischen Abbau der ana-
lysierten Proteine. Nach 24 h Inkubation im Serum konnte die Funktionalitit der
Konstrukte D1 und DIRS8C durch Messung der Affinitit zum immobilisierten gp120-
Fragment mittels Oberflichenplasmonresonanz gezeigt werden (Abb. 4-16b).
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Abb. 4-16: Nachweis der Stabilitit der hergestellten CD4-Varianten nach 24-stiindiger Inkubation in 10 %
FKS. a) SDS-Gelelektrophorese (15 %, Coomassie-Firbung): 1 - 10 % FKS, 2 - D1 nach Inkubation in 10 %
FKS, 3 - D1, 4 - DIR8C nach Inkubation in 10 % FKS, 5- DIR8C. b) Messung der Bindungsaffinitit der
Proteine zu immobilisierten gp120-Fragment durch Oberflichenplasmonresonanz. Flussrate: 80 pl/min;
Laufpuffer: 50 mM HEPES pH 7,5, 300 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5 % (v/v) Glycerin; 20 °C.

4.2.6 Analyse der biologischen Aktivitit in Zellkultur

Fur die nachstehenden Untersuchungen war es notwendig, die Spezifitit der CD4-
Variante DIR8C in Zellkulturexperimenten nachzuweisen. Die Fihigkeit, spezifisch
gpl20 exponierende Zellen zu binden, wurde durch Inkubation des D1RS8C auf zwei
Zelllinien analysiert.

a) b)
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Abb. 4-17: Analyse der Bindung von DIR8C-TR an CHO-Zellen mittels Durchflusszytometrie: a)
Inkubation von D1R8C-TR auf CHO-wt; b) Inkubation von DIR8C-TR auf CHO-K1; Die trypsinierten
Zellen wurden mit PBS gewaschen und anschlieRend fir 2 h bei 4 °C mit 80 nM DIR8C-TR inkubiert.
Danach wurden die Zellen nochmals gewaschen, in 200pl PBS resuspendiert und am
Durchflusszytometer analysiert. Die Fluoreszenz der Zellen wurde bei 488 nm angeregt und die Emission
mit Kanal FL3: >670 nm gemessen.
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CHO-wt ist eine CHO-K1-Zelllinie, welche den HIV-1 Glykoproteinrezeptor gp120 auf
der Oberfliche exponiert (Weiss & White, 1993). Die Zelllinie CHO-K1 wurde in den
folgenden Experimenten als Kontrollzelllinie verwendet.

Der Fluoreszenzfarbstoff TexasRed Maleimid wurde uber das freie Cystein des
Fusionspeptids kovalent an D1R8C gebunden (Kapitel 3.4.8). Nach Inkubation des mar-
kierten Proteins auf den betrachteten Zelllinien CHO-wt und CHO-K1 wurde die
Fihigkeit des D1R8C, spezifisch gp120 positive Zellen zu markieren, mittels Durchfluss-
zytometrie nachgewiesen (Abb. 4-17; Kapitel 3.6.4).

Diese Methode zeigte nach Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Protein
DIRSC eine Verschiebung der Population der Zelllinie CHO-wt zu hoheren Fluo-
reszenzen (Abb. 4-17a). D1R8C ist in der Lage, aufgrund des auf den Zellen exponier-
ten Glykoproteins gp120 spezifisch an diese Zelllinie zu binden.

Eine Assoziation des fluoreszenzmarkierten D1R8C an die Zelllinie CHO-K1 konnte
hingegen nicht beobachtet werden (Abb. 4-17b).

Fiir die Etablierung des im Anschluss beschriebenen Modellsystems zur HIV-Therapie
wurde die CHO-wt-Zelllinie als positive, die CHO-K1-Zelllinie als Kontrollzelllinie
betrachtet.

4.3 Eliminierung HIV-infizierter Zellen

Ein Ansatz zur HIV-Therapie ist die Eliminierung der HIV-infizierten Zellen, um die
Vermehrung der Viren zu verhindern.

Fir ein solches Modell sind die Funktionen von zwei verschiedenen Proteinen rele-
vant. Es wurde ein rezeptorspezifisches Zytotoxin entwickelt, welches die zelltypspezi-
fische Adressierung und die Funktion zur Eliminierung der betroffenen Zellen gewihr-
leisten sollte.

Hierfir wurde das System der Kopplung polyionischer Proteine an ein Derivat des
Pseudomonas Exotoxin ES8C-PE38 (Kleinschmidt et al., 2003) verwendet. Durch
Konjugation der CD4-Variante D1RS8C an ES8C-PE38 sollte ein chimeres Protein gewon-
nen werden, welches spezi-
fisch an HIV-infizierte Zellen
bindet und die Replikation
der HI-Viren verhindert (Abb.
4-18; Tsubota et al., 1990).

Die Herstellung und biolo-
gische Aktivitit bifunktionel-
D1R8C ler Proteine durch Disulfid-

verbrickung konnte bereits
durch Fusion eines tumorspe-
zifischen Fv-Antikorpers mit
dem Derivat des Pseudomo-
nas Exotoxins E8C-PE38

Abb. 4-18: Schematische Darstellung von D1R8C und ESC-PE38 als gezeigt werden (Kleinschmidt
Kopplungsprodukt D1-PE. et al., 2003).
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4.3.1 Herstellung des rezeptorspezifischen Zytotoxins D1-PE

Optimierung der Kopplung von D1R8C an E8C-PE38. Die in der Literatur angege-
benen Bedingungen zur kovalenten Assoziation von Proteinen mittels polyionischer
Fusionspeptide fihrten in ersten Kopplungsstudien zu einer vermehrten Aggregation
des Proteins D1R8C, da durch Inkubation in den angegebenen Bedingungen die intra-
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Abb. 4-19: Optimierung der Kopplungsbedingungen fir die Herstellung des rezeptorspezifischen
Zytotoxins D1-PE: a) Optimierung der GSH/GSSG-Konzentration: 1-DI1R8C, 2-E8C-PE38, 3-5uM
GSH/20 pM GSSG, 4 -10 uM GSH/40 pM GSSG, 5-50 pM GSH/200 uM GSSG, 6 - 75 uM GSH/300 pM
GSSG; 4 uM E8C- PE38 und 8 pM DI1R8C wurden 20 h in 50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA bei 10 °C inku-
biert und anschlieRend 10 min bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in einer SDS-
Gelelektrophorese (15 %, nichtreduzierend, Comassie-Fiarbung) analysiert.

b) Optimierung der Proteinkonzentration: 1 - 8 pM E8C-PE/4 pM DIR8C 1h inkubiert, 2-8pM E8C-
PE/4 pM DIRSC 1 h inkubiert und zentrifugiert, 3 - 8 uM ESC-PE/4 pM D1R8C 20 h inkubiert, 4 - 8 uM
ESC-PE/4 pM D1R8C 20 h inkubiert und zentrifugiert, 5 - 4 uM ESC-PE/8 pM D1R8C 1 h inkubiert, 6 - 4 pM
ESC-PE/8 pM D1R8C 1 h inkubiert und zentrifugiert, 7 - 4 pM ESC-PE/8 pM D1R8C 20 h inkubiert, 8 - 4 M
E8C-PE/8 uM D1R8C 20 h inkubiert und zentrifugiert, 9 - D1R8C, 10 - ESC-PE38; Die Proteine wurden in
50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA, 10 pM GSH, 40 pM GSSG bei 10 °C inkubiert und ein Teil anschlieRend
10 min bei 13 000 rpm zentnfuglert Die Uberstinde der Zentrifugation und die unzentrifugierten Ansitze
wurden in einer SDS-Gelelektrophorese (15 %, nichtreduzierend, Comassie-Fiarbung) analysiert.

¢) Kopplungskinetik: 1 - DIR8C, 2 - ESC-PE38, 3 - 30 min inkubiert, 4 -1 h inkubiert, 5 - 2 h inkubiert, 6 -
4 h inkubiert, 7 -6 h inkubiert, 8- 11 h inkubiert, 9 - 20 h inkubiert; 4 pM E8C-PE38 und 8 uM D1R8C
wurden in 50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA, 10 pM GSH, 40 uM GSSG bei 10 °C inkubiert und anschlie-
Rend 10 min bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in einer SDS-Gelelektrophorese (15 %,
nichtreduzierend, Comassie-Firbung) analysiert.
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molekulare Disulfidbriicke des DIRSC reduziert und das Protein folglich destabilisiert
wurde. Fir die kovalente Bindung der CD4-Variante an das Derivat des Pseudomonas
Exotoxin musste ein alternatives Protokoll etabliert werden.

Fur die Herstellung des bifunktionellen Proteins D1-PE erfolgte die Inkubation von
ESC-PE38 und D1R8C in verschiedenen molaren Verhiltnissen der Proteine und unter
variierenden Redoxbedingungen in 50 mM Tris pH 8,0, 2mM EDTA bei 10 °C. Die
Disulfidverbrickung zwischen den Bindungspartnern wurde in einer oxidierenden SDS-
Gelelektrophorese analysiert.

Die an die Proteine fusionierten polyionischen Peptide vermitteln die Assoziation der
Molekiile. Die kovalente Bindung wird durch Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen
zwei Cysteinen erreicht. Um diese kovalente Verbindung zu ermoglichen und gleichzei-
tig die intramolekulare Disulfidbriicke der CD4-Variante D1R8C nicht zu zerstoren, war
es notwendig, die optimalen Redoxbedingungen dieser Kopplungsreaktion zu untersu-
chen.

Fir die quantitative Umsetzung des D1RS8C waren GSH/GSSG-Konzentrationen von
10 pM/40 pM ausreichend (Abb. 4-19a). Konzentrationen tiber von 75 pM GSH und
300 pM GSSG forderten die Aggregation der eingesetzten Proteine (Daten nicht gezeigt).

Die Ausbildung der Disulfidbriicke, induziert durch Luftoxidation mit Unterstiitzung
von 1 pM CuCl,, zeigte keine optimale Konjugation von DIRSC und ES8C-PE38 (Daten
nicht gezeigt).

Fur die quantitative Assoziation war die Analyse der molaren Verhiltnisse der einge-
setzten Bindungspartner notwendig. Eine optimale Ausbeute an Kopplungsprodukt D1-
PE konnte bei einem Uberschuss an ESC-PE38 beobachtet werden. Hohere
Konzentrationen von D1R8C fiithrten zu einer zunehmenden Aggregation und nicht zu
einer erhohten Ausbeute an D1-PE (Abb. 4-19b).

Die Analyse der Kinetik der Kopplung zeigte, dass die Reaktion der Bindung zwi-
schen DIR8C und E8C-PE38 nach 30 min beendet ist (Abb. 4-19¢). Nach elfstiindiger
Inkubation konnte die vollstindige Reduktion der Homodimere (ES8C-PE38), des
Derivats des Pseudomonas Exotoxins beobachtet werden.

Die massenspektrometrische Analyse ergab ein Molekulargewicht des entstandenen
Proteins D1-PE von 53 885,0 Da. Dies stimmt mit dem theoretisch ermittelten Wert tiber-
ein.

Reinigung des chimeren Proteins D1-PE. Fir anschlieRende Experimente war es
notwendig, das D1-PE in ausreichenden Mengen herzustellen.

Die priparative Kopplung erfolgte bei einem zweifach molaren Uberschuss an ESC-
PE38 gegeniiber DIRSC (Kapitel 3.4.7). Um unspezifische Effekte beim Nachweis der
biologischen Aktivitit des hergestellten Zytotoxins auszuschliefien, war es notwendig,
nichtgebundenes ESC-PE38 vom entstandenen D1-PE abzutrennen.

Die Reinigung des chimeren Proteins DI1-PE erfolgte durch Anionenaustausch-
chromatographie (Abb. 4-20). Das Fusionskonstrukt eluierte in einem steigenden NaCl-
Gradienten bei 300 mM NaCl und konnte vom nicht gekoppelten Derivat des Pseudo-
monas Exotoxins ESC-PE38 abgetrennt werden, welches aufgrund der hohen Ladungs-
dichte erst bei 460 nM NaCl vom Anionenaustauschmaterial eluierte (Abb. 4-20b).

4.3.2 Charakterisierung des bifunktionellen Proteins D1-PE

Funktionalitit. Fir die biologische Aktivitit des D1-PE ist die Wechselwirkung von
DI1R8C mit gp120 erforderlich.

Um eine zelltypspezifische Adressierung zu gewihrleisten, war es notwendig, die
Wechselwirkung zwischen dem kovalent gekoppelten D1R8C und dem gp120 zu ana-
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Abb. 4-20: Reinigung von D1-PE: a) SDS-Gelelektrophorese (15 %, nichtreduzierend, Comassie-Firbung):
1-DIRS8C, 2 - EBC-PE38, 3 - Priaparative Kopplung vor Anionenaustauschchromatographie, 4 - D1-PE nach
Anionenaustauschchromatographie; b) Chromatogramm der Anionenaustauschchromatographie
(porosHQ; 50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA): Die Proteine wurden im steigenden NaCl-Gradienten aufge-
trennt (Kapitel 3.4.7).

lysieren. Dies erfolgte durch Messung der Bindungsaffinitit des D1-PE zu immobilisier-
tem gpl20-Fragment durch Oberflichenplasmonresonanz.

Die biologische Aktivitit des zur zelltypspezifischen Adressierung des Toxin-
Derivates notwendigen D1R8C wurde durch die Bindung des Fusionsproteins an das
immobilisierte gp120-Fragment gezeigt (Abb. 4-21a).

Thermisch induzierte Entfaltung. Die Funktionalitit des hergestellten Kopplungs-
produkts D1-PE sollte in weiteren Experimenten durch Zellkulturanalysen charakteri-
siert werden. Die Inkubation des Proteins erfolgte dabei fiir mehrere Stunden bei 37 °C.
Deshalb war es notwendig, die thermische Stabilitit des Fusionskonstruktes zu bestim-
men.
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Abb. 4-21: Charakterisierung von D1-PE: a) Messung der Bindungsaffinitit der Proteine zu immobilisier-
tem gpl20-Fragment durch Oberflichenplasmonresonanz: Flussrate: 80 pl/min, Laufpuffer: 4,3 mM
Na,HPOy, 1,47 mM KH,PO,, pH 7,3, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 20 °C; b) Thermische Denaturierung von
D1-PE und E8C-PE38: Die Spektren wurden in 50 mM HEPES pH 7,5, 300 mM NaCl, 5% (v/v) Glycerin
bei einer Proteinkonzentration von 1 uM und einer Anregungswellenlinge von 295 nm aufgenommen.
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Es konnte ein Ubergangsmittelpunkt von 42 °C ermittelt werden. Dieser stimmt mit dem
fur das Protein ESC-PE38 ermittelten Wert tiberein (Abb. 4-21b). D1R8C iibt im Protein
D1-PE keinen negativen Einfluss auf die thermische Stabilitit des assoziierten Toxins
aus. Durch dieses Experiment konnten jedoch keine Aussagen tber die Stabilitit von
DIR8C getroffen werden.

Analyse der Stabilitit nach Inkubation im Serum. Das hergestellte bifunktionelle
Protein D1-PE sollte in weiteren Analysen durch Zellkulturexperimente charakterisiert
werden. Hierzu war es wichtig, die Serumstabilitit nachzuweisen.

Analog zu dem in Kapitel 3.7.3 beschriebenen Protokoll erfolgte die Inkubation des
Fusionskonstruktes in 10 % fotalem Kilberserum. Die Analyse der Stabilitit erfolgte mit-
tels nichtreduzierender SDS-Gelelektrophorese.

Mit dieser Methode konnte das Fusionskonstrukt nicht direkt nachgewiesen werden,
da es vom BSA des Serums uberlagert wurde. Daher wurde untersucht, ob die
Fusionspartner als isolierte Proteine nach der Inkubation auftraten. Dies war nicht der
Fall. Somit bleibt die kovalente Bindung zwischen DIR8C und ES8C-PE38 im Serum
erhalten, die einzelnen Proteine unterliegen keinem proteolytischen Abbau (Kapitel
4.2.5; Kleinschmidt, 2004).

4.3.3 Zellkulturstudien

Die Fihigkeit des bifunktionellen Proteins D1-PE, spezifisch HIV-infizierte Zellen zu
toten, wurde in Zellkulturexperimenten untersucht.

Hierzu fand eine CHO-K1-Zelllinie Verwendung, welche das Oberflichen-
glykoprotein gp120 des HIV auf der Zelloberfliche exponiert (als CHO-wt bezeichnet).
Als Negativkontrolle diente eine Zelllinie, die dieses Protein nicht auf der Zelloberfliche
tragt (CHO-K1). Vorangegangene Experimente zeigten, dass rekombinant hergestelltes
DIRS8C in der Lage ist, spezifisch an die gpl120-positive Zelllinie CHO-wt zu binden
(Kapitel 4.2.6).

Zum Nachweis der Zytotoxizitit wurden die Zellen mit D1-PE in Konzentrationen
von 0,1 pM bis 0,5 uM fur 48 h bei 37 °C inkubiert (Kapitel 3.6.4). Die Anzahl der abge-
toteten Zellen wurde durch Anfirben der zelluliren DNA mit Probidiumjodid detektiert
und mittels Durchflusszytometrie analysiert
(Abb. 4-22). Die Auswertung des Zyto-
toxizititstests erfolgte durch Bestimmung
des prozentualen Anteils an lebenden
Zellen fur die jeweilige Protein-
konzentration (Abb. 4-23).

Die in der Tabelle 4-4 aufgelisteten ICs-
Werte der jeweiligen Proteine wurden aus
dem Kurvenverlauf der Auftragung (Abb. 4-
23) nach der im Kapitel 3.6.4 beschriebenen
Gleichung ermittelt.
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Abb. 4-22: Histogramm des Zytotoxizititstests spezifischen Zytotoxins auf der Zelllinie

von D1-PE auf der Zelllinie CHO-wt: Die Zellen CHO-wt betrigt 10 nM. Im Gegensatz dazu

wurden nach dem in Kapitel 3.6.4 beschriebenen ' = : '
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analysiert. Die Fluoreszenz des Propidiumjodids zelltypspezifische Toxizitit (IC<,-
wurde bei 488 nm angeregt und die Emission mit -6 M Di Inkubati d>0
Kanal FL3: >670 nm gemessen. Wert = 69,9 nM). 1€ nkubation €s

Proteins DI1-PE auf der gpl20 negativen
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Zelllinie CHO-K1 hatte hingegen nur einen unspezifischen zytotoxischen Effekt. Ein
Abtoten der Zellen konnte nur bei hohen Proteinkonzentrationen beobachtet werden
(IC5,-Wert = 100 nM). Dieser ermittelte IC5,-Wert ist lediglich auf die unspezifische
Toxizitdt des ESC-PE38 (IC5,-Wert = 70 nM) zuriickzuftihren.

Die Toxizitit des Konstrukts D1-PE kann durch Inkubation mit freiem D1 im Medium
kompetitiert werden. Der ICs-Wert nach Inkubation des chimeren Proteins in
Gegenwart von 1 pM D1 betrigt 50,3 nM (Abb. 4-23). Dieser IC5-Wert ist ebenfalls mit
der unspezifischen Toxizitit des ESC-PE38 zu begriinden.

Tab. 4-4: Zytotoxizitit der Proteine D1-PE und ESC-PE38

CHO-wt CHO-K1
D1-PE 1,01-e8M 9,99-e8 M
ESC-PE38 7,00-e8 M 6,97-e8 M
a) b)
— 1 — ®
< 100 | . - - < 100 N R N
c - ® [ ]
9 g 4 x a ° 9 g . .
(] A [0) ° 3
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Abb. 4-23: Zytotoxizitit von D1-PE und ESC-PE38: Die Zellinien CHO-wt und CHO-K1 wurden mit den
Proteinen D1-PE und E8C-PE38 inkubiert. Die Auswertung des Zytotoxizititstests erfolgte nach 48-stiin-
diger Inkubation der Proteine auf den Zellen mittels Durchflusszytometrie. Die anhand dieser Daten
ermittelten 1C;-Werte sind in der Tabelle 4-4 zusammengefasst. a) Zytotoxizititstest von D1-PE auf den

Zelllinien CHO-wt und CHO-K1, Kompetition der Zytotoxizitit von D1-PE (A), die Zellinie CHO-wt
wurde mit den Proteinen D1-PE und D1 (1 pM) inkubiert; b) Zytotoxizititstest von ES8C-PE38 auf den
Zelllinien CHO-wt und CHO-K1

Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse zeigen, dass das bifunktionelle Protein
D1-PE in der Lage ist, zelltypspezifisch gp120 exponierende Zellen zu eliminieren. Die
beobachtete relativ geringe Selektivitit des Zytotoxins beruht dabei ausschliefRlich auf
der unspezifischen Zytotoxizitit des fusionierten Toxins ESC-PE38.

4.4 Diskussion der Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Herstellung eines Moduls zur Entwicklung ver-
schiedener Modellsysteme zur HIV-Therapie.

Das auf T-Helferzellen und Makrophagen lokalisierte Transmembranprotein CD4 hat
im Laufe einer HIV-Infektion eine wichtige Rolle. Es ist der primire Rezeptor des HI-
Virus. Die Assoziation zwischen Wirtszelle und dem Virus wird durch die Wechsel-
wirkung des Oberflichenglykoproteins gp120 mit der ersten extrazelluliren Domine
(D1) des CD4 vermittelt (Perutz, 1992; Kwong et al., 1998).
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Die rekombinante Herstellung des humanen T-Zellrezeptors in ausreichenden Mengen
stellt einen wichtigen Aspekt zur Entwicklung eines zelltypspezifischen Systems zur
HIV-Therapie dar. Verschiedene Ansitze zeigen die Fihigkeit von rekombinant herge-
stelltem CD4, die Infektion von Zellen mit HIV durch Assoziation an die
Oberflichenglykoproteine auf dem Virus zu unterbinden (Traunecker et al., 1988;
Hussey et al., 1988; Deen et al., 1988; Fischer et al., 1988).

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Targeting-
Moduls zum Einsatz in verschiedenen HIV-Therapiemodellen. Diese beruhen auf der
Anwendung eines Systems, dessen Bestandteile kovalent miteinander verkniipft werden
konnen. Die Assoziation dieser Bindungspartner wird durch elektrostatische Wechsel-
wirkung vermittelt, die kovalente Bindung erfolgt tber Disulfidverbrickung
(Stubenrauch et al., 2001; Richter et al., 2001; Kleinschmidt et al., 2003).

Zur Eliminierung HIV-infizierter Zellen erfolgte die Konjugation des CD4-Konstrukts
DI1R8C an ein Derivat des Pseudomonas Exotoxin ESC-PE38. Das erhaltene rezeptorspe-
zifische Zytotoxin kann, vermittelt durch CD4, HIV-infizierte Zellen binden und durch
das angefiigte Derivat des Pseudomonas Exotoxin die Vermehrung der HI-Viren durch
Eliminierung der infizierten Zellen verhindern.

Ahnliche Protokolle zeigen eine Eliminierung gpl60-exponierender Zellen durch
genetisch fusionierte rezeptorspezifische Proteine, bestehend aus einem gp41 erkennen-
den Protein und einem Toxin (Root et al., 2003).

Die Herstellung eines chimeren Proteins durch kovalente Bindung eines tumorspezi-
fischen Fv-Antikorperfragments an das Pseudomonas Exotoxin ESC-PE38 und die zell-
typspezifische Eliminierung Tumorantigen prisentierender Zellen durch dieses
Immunotoxin zeigten frihere Studien (Kleinschmidt ez al., 2003).

4.4.1 Rekombinante Herstellung der CD4-Varianten

Die Darstellung der vorgestellten CD4-Konstrukte erfolgte durch Expression in
Escherichia coli.

Vorangegangene Arbeiten zeigen die Expression verschiedener CD4-Varianten, vor-
wiegend bestehend aus den zwei N-terminalen Dominen (D1D2) des HIV-Rezeptors,
in eukaryontischen Systemen. Dabei kann bis zu 1 mg/l Kultur funktionelles Protein
gewonnen werden (Hussey et al., 1988; Traunecker et al., 1988).

Die Uberexpression der Proteine in Escherichia coli fihrt zur Bildung von
Aggregaten, den sogenannten inclusion bodies. Die Proteine werden nicht nativ herge-
stellt und miussen in weiteren Schritten renaturiert werden.

Die Expression von CD4 in Escherichia coli mit anschliefender Sekretion ins
Periplasma ist eine Moglichkeit, dieses Protein in Escherichia coli 16slich zu exprimie-
ren. Diese Studien lieferten 1 bis 2,4 mg natives Protein pro Liter Kultur (Rockenbach et
al., 1991; Osburne et al., 1999).

Um die geplanten CD4-Varianten D1 und D1R8C in ausreichenden Mengen zu erhal-
ten, erfolgte die Expression in Escherichia coli als inclusion bodies. Das Renaturierungs-
protokoll wurde anschlieBend hinsichtlich der Bildung nativen Proteins verbessert.

Durch definierte Bedingungen, insbesondere den Einsatz eines Redoxshuffling-
Systems, bestehend aus oxidiertem und reduzierten Glutathion, sowie den Zusatz des
die Aggregation unterdriickenden Agens Arginin, konnte die Renaturierungsausbeute
von D1 - verglichen mit bestehenden Protokollen - von 20 % auf 37 % gesteigert werden
(Tab. 4-5; Chao et al., 1989). Die Renaturierungsdauer wurde im Vergleich zu bestehen-
den Protokollen auf 5 min reduziert (Tab. 4-5).

Nach anschlieBender Reinigung der CD4-Variante D1 konnten aus 100 g Zellen
119,2 mg Protein gewonnen werden. Die Analyse nach Reinigung durch analytische
Gelchromatographie, SDS-Gelelektrophorese und Reversed Phase Chromatographie
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zeigte eine Reinheit von bis zu 99 %. Verglichen mit dem bestehenden Protokoll der
rekombinanten Herstellung der N-terminalen Domine des CD4, konnte die Ausbeute
auf das Funffache gesteigert werden (Tab. 4-5; Chao et al., 1989). Die Reinheit des
Proteins konnte durch Anwendung von Reversed Phase Chromatographie und Gel-
chromatographie noch optimiert werden (Tab. 4-5).

Tab. 4-5: Vergleich der rekombinanten Herstellung verschiedener CD4-Konstrukte

Renaturierungsdauer Ausbeute! Reinheit
D1 5 min 119,20 mg >99 %
D18C 5 min 27,30 mg >99 %
D1 (Chao et al., 1989) 3 Tage 28,56 mg 85 %

1 bezogen auf 100 g Zellen

Die Ausbeute der hergestellten CD4-Variante mit polyionischen Fusionspeptid (D1R8C)
sank im Vergleich zur Wildtypdomine D1 auf 23 % (Tab. 4-5). Dieser erhebliche Unter-
schied kann einerseits mit der Einfiihrung eines weiteren Cysteins erklirt werden. Die
Moglichkeit der Ausbildung einer Disulfidbriicke erhoht sich im Konstrukt D1R8C auf
drei, wihrend in der Wildtypdomidne D1 nur eine Moglichkeit besteht, eine
Disulfidbriicke auszubilden. Im Laufe der Renaturierung des D1R8C kdonnen somit meh-
rere ,falsch verbriickte* Proteine entstehen, welche durch Aggregation die Konzentra-
tion des solubilisierten Proteins mindern und die Ausbeute des nativen Proteins verrin-
gern (Kapitel 3.4.4; Abb. 3-2a).

Eine weitere Erklirung ist die Zunahme an positiven Ladungen durch Anfiigen des
polyionischen Peptids. Der isoelektrische Punkt der CD4-Variante mit C-terminaler
Fusion steigt um 1,22 pH-Einheiten auf einen IP = 10,01. Diese Zunahme kann eine
Destabilisierung des Proteins verursachen, welche die verringerte Ausbeute im Vergleich
zum Wildtyp erklirt. Die Renaturierungsausbeute dieser Variante sank auf 5,2 % (Tab.
4-1).

Die Reinheit der hergestellten CD4-Variante D1RSC ist mit der Reinheit des Wildtyp-
konstrukts vergleichbar (Tab. 4-5). Dies bestitigten analytische Gelchromatographie und
SDS-Gelelektrophorese.

Aufgrund des eingefiihrten C-terminalen Cysteins bestand die Moglichkeit der
Homodimerisierung des Konstrukts. Die Kontrolle des Oligomerisierungszustandes des
Proteins erfolgte durch nichtreduzierende SDS-Gelelektrophorese, analytische
Ultrazentrifugation sowie analytische Gelchromatographie. Diese Methoden bestitigten
die monomere Spezies der hergestellten CD4-Variante.

Experimente zur proteolytischen Fragmentierung mit anschlieBender Identifizierung
der entstandenen Fragmente durch Massenspektrometrie zeigten die Ausbildung der
korrekten Disulfidbriicke.

4.4.2 Charakterisierung der CD4-Varianten

Die Funktionalitiat. Die Kinetik der Bindung der CD4-Varianten zum HIV- Ober-
flichenglykoprotein gp120 wurde durch Oberflichenplasmonresonanz bestimmt.

Hierzu wurde ein Teil der Bindungsstelle, die B-Haarnadelschleife, bestehend aus
den zwei antiparallelen Stringen 20 — (321 der dufSeren Domine des gp120 (das ent-
spricht den Aminosiduren 421 — 438 des gp120; Kwong et al., 1998), als Peptid an einen
Sensorchip immobilisiert.

Die Kinetik der Wechselwirkung mit den CD4-Varianten wird durch die Assoziations-
und Dissoziationsraten beschrieben. Die langsame Assoziation und Dissoziation zeigten,
dass die gebildeten Komplexe D1 — gp120-Fragment sowie D1R8C — gp120-Fragment
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sehr stabil war. Die ermittelten Raten entsprechen den in der Literatur beschriebenen
Konstanten.

Die Bindung einer CD4-Variante der zwei N-terminalen Dominen zum gp120-
Gesamtrezeptor wurde bei 37 °C mit einer Assoziationsgeschwindigkeit von
k, = 6,7-et M-1s! sowie einer Dissoziationsgeschwindigkeit von k, = 1,53 s-1 beschrie-
ben (Myszka et al., 2000). Die in dieser Arbeit bestimmten Konstanten beschreiben
einen langsameren Prozess. Dies kann dadurch erklirt werden, dass die Bindungs-
messungen bei 20 °C durchgefiihrt wurden und der Temperaturunterschied eine
Verinderung der Bindungskinetik hervorrufen kann.

Die fur die Komplexe D1 — gp120-Fragment sowie D1R8C — gp120-Fragment ermittel-
ten Dissoziationskonstanten sind mit den in der Literatur ermittelten Konstanten ver-
gleichbar (Tab. 4-6; Wu et al., 1996; Myzka et al., 2000). Diese Konstanten beschreiben
die Affinitit des gp120-Gesamtrezeptors zu einer CD4-Variante, bestehend aus den zwei
N-terminalen Dominen des CD4 (D1D2).

Die Affinitit des CD4 zu den Aminosiauren 421 — 438 des gp120 ist genauso hoch wie
die Affinitit des Proteins zum gesamten Oberflichenrezeptor des HI-Virus (Kapitel 4.2.2;
Abb. 4-10).

In einer weiteren Arbeit wurde die Affinitit eines Mikroproteins, welches die
Bindungsstelle des CD4 zum gp120 darstellt (CD4M33), zum Gesamtrezeptor gp120 ana-
lysiert (Martin et al., 2003). Die ermittelte Dissoziationskonstante dieses Konstrukts
betrigt 8,2 nM und entspricht den Werten, welche die Affinitit der gebildeten Komplexe
D1 — gp120-Fragment sowie D1RS8C — gp120-Fragment beschreibt (Tab. 4-6).

Tab. 4-6: Zusammenfassung der Bindungskonstanten der Wechselwirkung CD4 — gp120, ermittelt durch
Oberflichenplasmonresonanz

T [°C] k, [M-1s-1] kg [s1] K, M]
DI 20 5963 0,04 1.54¢9
D18C 20 7,33 1,5¢4 1,90-e8
D1D2 (Myzka et al., 2000) 37 6,7-et 1,53 2,20-e8
D1D2 (Wu et al., 1996) 25 8,2-et 1,5€e3 1,80-e8
CD4M33 (Martin et al., 2003) 4,5-e4 3,7-et 8,20-e9

DIRS8C zeigt in den Bindungstudien vergleichbare Raten und Affinititen, wie das Wild-
typkonstrukt D1 (Tab. 4-6). Die Bindungsstelle hat die native Struktur ausgebildet, das
angefligte polyionische Fusionspeptid beeinflusst die Affinitit zum Oberflichen-
glykoprotein des HI-Virus nicht.

Tab. 4-7: Zusammenfassung der Affinitat der Bindungspartner CD4 und gp120 in Losung

T [°C] Ky, [M]
DI - gp120! 20 0,70-¢9
DI1R8C — gp120 (HIV-1)-Fragment! 20 1,06-e9
D1D2 - gp120 (Myzka et al., 2000)2 37 5,00-e”
D1-D4 — gp120 (Xiang et al., 2002)2 37 3,80-e8
CD4 — gp120 (Moebius et al., 1992)3 37 0,90-e9

1 Werte, ermittelt durch Fluoreszenztitration
2 Werte, ermittelt durch isothermale Titrationskalorimetrie
3 Werte, ermittelt durch Immunofluoreszenz

In weiteren Untersuchungen wurde die Affinitit der Bindungspartner in Losung betrach-
tet. Die Dissoziationskonstanten von 0,8 bis 1,8 nM sind vergleichbar mit den in der
Literatur durch ITC-Messung ermittelten Werten von 5nM und 38 nM (Myszka et al.,
2000; Xiang et al., 2002). Die durch Immunofluoreszenz ermittelte Dissoziations-
konstante zwischen freiem gpl120 und einer CD4-exponierenden Maus-Hybridoma-
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Zelllinie von 0,9 nM ist ebenfalls mit den in dieser Arbeit bestimmten Werten vergleich-
bar (Tab. 4-7; Moebius et al., 1992).

Die Struktur und Stabilitat der CD4-Konstrukte. Kristallstrukturanalysen zeigen fir
Varianten des CD4 eine Faltblattstruktur der Immunglobulin-Superfamilie (Wang et al.,
1990; Ryu et al., 1990; Ryu et al., 1994).

Die Analyse des Sekundirstrukturgehaltes des im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
CD4-Konstrukts D1 mittels Fern-UV-CD-Spektroskopie zeigte ein fiir ein tiberwiegend
aus B-Faltblittern aufgebautes Protein typisches Spektrum. Diese Immunglobulin-
Faltung spiegelt sich in einem Minimum der negativen residualen Elliptizitit bei 218 nm
wider. Die Nah-UV-CD-Spektren dieses Proteins zeigen die asymmetrische Umgebung
der aromatischen Aminosdurereste und verweisen auf eine kompakte Struktur des
Proteins. Charakteristisch fiir eine ausgebildete Struktur des Proteins sind ebenfalls die
Fluoreszenzemissionspektren. Im nativen Zustand hat D1 ein Emissionsmaximum bei
347 nm. In Gegenwart von Guanidiniumhydrochlorid erfolgten eine Rotverschiebung
des Emissionsmaximums und eine geringe Zunahme der Emissionsintensitit. Diese
Zunahme zeigt einen ,Dequenching“-Effekt der Fluoreszenz der aromatischen
Aminosdurereste im denaturierten Protein. Diese Aminosdurereste sind im nativen
Protein in der Nihe eines internen ,Quenchers“, z. B. der Disulfidbricke. Im Verlauf der
Denaturierung erfolgt die Auflosung der kompakten Struktur des D1, die aromatischen
Aminosiuren werden Losungsmittel-exponiert und unterliegen nicht mehr dem
Quench-Effekt der Disulfidbriicke, was in der Zunahme der Emissionsintensitit zu
beobachten ist (Tsunenaga et al., 1987). Der ,Dequenching“-Effekt im Verlauf der
Denaturierung ist ein weiteres Indiz fiir eine native Faltung des CD4-Konstrukts D1.

Das Fern-UV-CD-Spektrum der CD4-Variante DI1R8SC zeigt, dass die Struktur dieses
Proteins nicht mit der des Wildtypkonstrukts D1 vergleichbar ist. Die CD-Spektren des
nativen und denaturierten Zustands des D1R8C unterscheiden sich.

Moglicherweise liegt DIRSC in einem alternativen Faltungszustand, einem molten
globule vor, der die Funktionalitit des Proteins hat (Kapitel 4.2.2), aber dessen Struktur
nicht der nativen Struktur entspricht.

Ein dhnlicher Zustand wurde fiir ein scFV-Fragment eines Antiferritin Antikorpers
beschrieben (Martsev et al., 2000). Dieses Fragment ist im Vergleich zur VL-Domine des
Antikorpers partiell unstrukturiert. Das Fern-UV-CD-Spektrum weist analog zu dem hier
beschriebenen CD4-Konstrukt D1R8C kein typisches Spektrum eines B-Faltblattproteins
auf. Das Minimum der negativen Elliptizitit im scFv-Fragment ist im Vergleich zur VL-
Domine um ein Drei- bis Vierfaches hoher; das Spektrum unterschiedet sich jedoch
vom Spektrum des denaturierten scFv-Fragments. Nah-UV-CD-Spektren dieses Proteins
zeigen, dass sich die asymmetrische Umgebung der aromatischen Reste im Vergleich zur
VL-Domine verdndert hat, was die partielle Entfaltung des Proteins bestitigt.

Fur dieses scFv-Fragment wurde wie fur weitere Antikorper bzw. Antikorper-
fragmente die molten globule Konformation beschrieben (Buchner et al., 1991; Lilie &
Buchner, 1995; Martsev et al., 2000; Martsev et al., 2002). Da sich die hier beschriebene
CD4-Variante in den spektroskopischen Untersuchungen dhnlich verhilt, kann davon
ausgegangen werden, dass dieses Protein ebenfalls in einer molten globule
Konformation vorliegt. Im Gegensatz zu der molten globule Konformation eines unter-
suchten Maus Antikorpers (MAK33) und dessen Fab-Fragment (Buchner et al., 1991;
Lilie & Buchner, 1995) verfigen DIRS8C und das scFv-Fragment des Antiferritin
Antikorpers (Martsev et al., 2000) tiber eine biologische Aktivitit. Martsev et al. definier-
ten den Zustand des scFv-Fragments als den eines funktionellen molten globule (Martsev
et al., 2000). Die dargestellten Untersuchungen zeigen, dass D1R8C in einer funktionel-
len molten globule Konformation vorliegt.

Die Analyse der Wechselwirkung der CD4-Varianten zeigen, dass beide Konstrukte
(D1 und D1R8C) den Rezeptor mit gleicher Affinitit binden (Kapitel 4.2.2). Fur die
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Bindung des CD4 an gp120 ist somit nicht die vollstindige strukturelle Information des
Proteins erforderlich.

Die Bindung des gp120-Fragments wird durch die B-Haarnadelschleife der C’- und
C’-Stringe des CD4 vermittelt, welche das Phenylalanin 43 des CD4 in die rdumliche
Nihe zum B-turn des (20/B21 des gpl20 dirigiert (Abb. 1-4; Kwong et al., 1998).
Studien der Wechselwirkung des gp120 zu einem CD4-Peptid, welches lediglich aus die-
sem Bereich besteht, zeigen, dass dieses Fragment ausreicht, um den Rezeptor mit glei-
cher Affinitit zu binden wie die vollstindige Domine D1 (Martin et al., 2003; Kapitel
4.4.1). Im D1R8C ist die B-Haarnadelschleife der C’- und C”-Stringe ausgebildet, da die
Affinitit zum gpl120 vergleichbar ist mit der des Wildtypkonstruktes. Eine
Strukturinduktion in diesem Bereich durch Bindung des gpl20-Fragmentes wirde in
einer geringeren Dissoziationskonstante des DI1R8C — gp120-Fragment — Komplexes
erkennbar sein.

Durch weitere Experimente konnte gezeigt werden, dass durch Bindung des gp120-
Fragments eine Strukturinderung sowohl in der CD4-Variante D1R8C als auch im
gebundenen gpl120-Fragment hervorgerufen werden kann. Fern-UV-CD-Spektren des
CD4 — gp120-Fragment — Komplexes weisen differentere CD-Spektren auf als die aus
den Einzelspektren addierten.

Frihere Analysen der Fern-UV-CD-Spektroskopie eines Komplexes aus CD4 und
gpl20 zeigen ebenfalls eine Strukturinderung (Myszka et al., 2000). Diese geht aber
grofitenteils vom gp120 aus, da hier der Bereich 32/3 eine erhebliche Umstrukturierung
erfihrt. Dieser Abschnitt des gp120 liegt im ungebundenen Zustand unstrukturiert vor
und bildet wihrend der Bindung des CD4 ein B-Faltblatt aus (Pan et al., 2004).

Da fur die vorliegenden Analysen nur ein Teil der Bindungstasche des gp120 zur
Fern-UV-CD-Spektroskopie verwendet wurde, kann festgestellt werden, dass die beob-
achtete Strukturinduktion im Fern-UV-CD-Spektrum des D1 — gp120-Fragment —
Komplexes auf eine Strukturinderungen des verwendeten gp120-Fragmentes zuriickzu-
fuhren ist. Dieses Fragment liegt im ungebundenen Zustand in einer random coil-
Konformation vor, im Komplex mit CD4 bildet sich eine B-Haarnadelschleife (320/21
aus, welche teilweise fir die Bindung des T-Zellrezeptors verantwortlich ist (Kwong et
al., 1998).

Im Komplex des HIV-Fragments mit D1IR8C kann eine Strukturinduktion im D1R8C
zum [-Faltblatt beobachtet werden. Das Fern-UV-CD-Spektrum des Komplexes
DI1R8C — gp120-Fragment weist eine Zunahme der Elliptizitit zwischen 195 und 200 nm
auf, das Minimum der Elliptizitit ist von 208 auf 215 nm verschoben. Die Bindung des
gpl120-Fragments scheint in dem Konstrukt mit polyionischer Fusion eine Struktur zu
induzieren, die der des Wildtypkonstrukts D1 nahe kommt. Die gezeigte Anderung des
Sekundirstrukturverhaltens im Fern-UV-CD-Spektrum des D1R8C — gp120-Fragment —
Komplexes im Vergleich zum ungebundenen Protein bzw. Peptid stellt eine Kombi-
nation der Strukturinderungen im Protein D1R8C und im gp120-Fragment dar.

Weitere Untersuchungen zeigten die thermische Stabilitit der hergestellten CD4-
Varianten. Das Wildtypkonstrukt D1 zeigt einen Ubergang bei 50 °C. Die thermisch
induzierte Entfaltung konnte bereits ab 40 °C beobachtet werden. Diese Ergebnisse ste-
hen im Einklang mit Untersuchungen an einem CD4-Konstrukt, bestehend aus den 4
extrazelluliren Dominen, welche die thermische Entfaltung ab 40 °C zeigen. Der Uber-
gangsmittelpunkt liegt bei 59 °C, was eine Stabilisierung durch die Domidnen unterein-
ander bestitigt (Tendian et al., 1995) und die geringere thermische Stabilitit des CD4-
Konstruktes D1 erklirt.

D1 kann durch Inkubation mit gp120-Fragment stabilisiert werden. Der Ubergangs-
mittelpunkt der thermischen Entfaltung des D1 — gp120-Fragment — Komplexes liegt bei
52 °C.

D1R8C zeigt in der Fluoreszenz keinen temperaturabhingigen Ubergang. Auch die
thermische Stabilitit des scFv-Fragments mit einer funktionellen molten globule
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Konformation ist im Gegensatz zu VL-Domine verringert (Martsev et al., 2000). Diese
Untersuchungen bestitigen die Vermutung, dass DIRSC ebenfalls die Konformation
eines funktionellen molten globule besitzt.

Durch Kopplung des Proteintoxins ESC-PE38 an D1R8C konnte kein thermisch indu-
zierter Entfaltungsiibergang des CD4-Konstrukts beobachtet werden. Der dargestellte
Entfaltungsiibergang zeigt lediglich die thermische Denaturierung des gekoppelten
Toxins (Kapitel 4.3.2).

Die Stabilitit im Serum ist fir beide CD4-Konstrukte vergleichbar und zeigt, dass
beide Proteine als Therapeutikum Verwendung finden konnen.

Der Nachweis der Funktionalitit, die Ausbildung der Immunglobulin-Faltung und die
thermische Stabilitit des CD4-Konstrukts D1 zeigen, dass die erste extrazelluldre
Domine des CD4 fir die biologische Aktivitit des CD4 zur Bindung des HIV-Ober-
flichenglykoproteins gp120 ausreichend ist. Es konnte im Rahmen dieser Arbeit ein
Protokoll ermittelt werden, um diese CD4-Variante in ausreichender Quantitit und
Qualitit zu erhalten.

4.4.3 Das rezeptorspezifische Zytotoxin D1-PE

Die Komponenten des modular aufgebauten Zytotoxins, D1R8C und E8C-PE38, sollten
tber gerichtete Assoziation und kovalente Verkniipfung miteinander verbunden wer-
den. Durch die Kombination des D1R8C mit dem Proteintoxin ESC-PE38 ist zum einen
die zelltypspezifische Adressierung des Komplexes gesichert und zum anderen wird
durch E8C-PE38 ein biologischer Effekt vermitteln.

Grundlage fiir dieses System war die durch ionische Assoziation vermittelte kovalen-
te Verbriickung polyionischer Peptide (Richter et al., 2001). Die kovalente Konjugation
von durch polyionische Peptide erweiterten Proteinen und die Herstellung chimerer
Proteine stellten bereits frithere Studien dar (Stubenrauch et al., 2001; Kleinschmidt et
al., 2003).

Ein Immunotoxin bestehend, aus einem tumorspezifischen Fv-Antikorperfragment
und einem Derivat des Pseudomonas Exotoxin (Kleinschmidt et al., 2003), lieferte die
Vorlage fiir das zu entwickelnde Modellsystem zur HIV-Therapie.

Herstellung des rezeptorspezifischen Zytotoxins. Die Bedingungen fir die
Assoziation der Komponenten D1R8C und ESC-PE38 mussten zu Beginn der Studien
optimiert werden. Die bestehenden Protokolle zur Konjugation polyionischer Peptide
beruhen auf der durch ein Redoxshuffling-System vermittelten Ausbildung einer
Disulfidbrticke.

Die in der Literatur beschriebenen Bedingungen von 1 mM reduzierten und 4 mM
oxidiertem Glutathion (Kleinschmidt et al., 2003) fihrten bei der Herstellung des
geplanten Proteins D1-PE zur vermehrten Aggregation der eingesetzten Proteine. Diese
Redoxbedingungen entsprachen denen, die bei der Renaturierung des Proteins D1R8C
verwendet wurden. Durch Anwendung dieser Bedingungen kam es zur Reduktion der
intramolekularen Disulfidbriicke des D1R8C, was zu einer Destabilisierung mit anschlie-
Bender Aggregation des Proteins fihrte. Die Konzentrationen der Komponenten des
Redoxsystems betrugen fiir die Konjugation von D1R8C und ESC-PE38 ein Hundertstel
der in der Literatur beschriebenen Konzentrationen (Tab. 4-8).

Die Kopplung erfolgte im molaren Unterschuss von DIR8C, da hohere
Konzentrationen die Aggregation des Proteins forderten. Die Kopplung war nach
30 Minuten beendet (Tab. 4-8). Das eingesetzte D1RS8C wurde bei dieser Reaktion voll-
stindig an das ESC-PE38 assoziiert. Nicht gekoppeltes ESC-PE38 konnte leicht mittels
Ionenaustauschchromatographie vom bifunktionellen Protein abgetrennt werden.
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Tab. 4-8: Bedingungen der Konjugation von Proteinen, vermittelt durch polyionische Fusionspeptide

Konz. GSH/GSSG [mM] Assoziationsdauer

D1-PE 0,01/0,04 30 min
B3-PE38 (Kleinschmidt et al., 2003) 1,00/4,00 24h
B3-VP1ESC(Stubenrauch et al., 2001) 0,60/2,40 5h
FabE10C—a-GlucR,, (Richter et al., 2001) 0,60/2,40 16 h

Biophysikalische Charakterisierung des D1-PE. Das gereinigte rezeptorspezifische
Zytotoxin wurde in verschiedenen Experimenten biophysikalisch charakterisiert.

Die Bindungsfihigkeit des assoziierten D1R8C zum gp120-Fragment wurde durch
Messung der Affinitit mittels Oberflichenplasmonresonanz gezeigt. Hierbei stellte sich
heraus, dass die Bindung des DIR8C durch die Kopplung des Derivats des
Pseudomonas Exotoxins nicht beeinflusst wird.

Die biologische Aktivitit eines fusionierten ESC-PE38 durch Nachweis der Bindungs-
fihigkeit von NAD wurde bereits in dem hergestellten Immunotoxin B3-PE38 nachge-
wiesen (Kleinschmidt et al., 2003).

Es wurde die thermische Stabilitit des Fusionskonstrukts untersucht. Der Ubergangs-
mittelpunkt der thermischen Denaturierung liegt bei 42 °C und zeigt eine vergleichbare
Stabilitit wie das freie ESC-PE38. Die Assoziation des D1R8C an ES8C-PE38 hat keinen
negativen Einfluss auf die Stabilitit des Konstrukts D1-PE.

Die biophysikalische Charakterisierung zeigte analog zu den Untersuchungen an
dem Immunotoxin B3-PE38, dass sich die Bindungspartner hinsichtlich ihrer Stabilitit
und biologischen Funktion nicht beeinflussen (Kleinschmidt et al., 2003).

Biologische Aktivitiat des chimeren Proteins D1-PE in Zellkultur. Zur Eliminierung
HIV-infizierter Zellen durch das beschriebene Protein ist die zelltypspezifische
Adressierung des Systems entscheidend.

DI1R8C wurde deshalb auf seine Fihigkeit geprift, spezifisch an gp120-exponieren-
den Zellen zu binden. Die Analyse mittels Durchflusszytometrie ergab, dass fluoreszenz-
markiertes D1R8C in der Lage ist, die gpl20-exponierende CHO-Zelllinie CHO-wt zu
markieren, wihrend die Kontrollzelllinie CHO-K1 nach der Inkubation mit fluoreszenz-
markiertem D1R8C nicht detektiert werden konnte.

Analysen zur Zytotoxizitit zeigen, dass das hergestellte chimere Protein D1-PE in der
Lage ist, zelltypspezifisch gpl20-exponierende Zellen zu eliminieren. Der ermittelte
IC5,-Wert betrug fir dieses Konstrukt 10 nM. Die unspezifische Toxizitit des D1-PE lag
lediglich bei 100 nM und ist vergleichbar mit der Toxizitit des freien ESC-PE38.

Untersuchungen verschiedener genetisch fusionierter rezeptorspezifischer Zytotoxine
lieferten vergleichbare Werte. So konnte fiir ein Konstrukt, bestehend aus einer
Helixstruktur, welche eine starke Affinitit zum gp41 aufweist, in Fusion mit einem
Derivat des Pseudomonas Exotoxins PE38 ein IC5,-Wert fiir die CHO-Zelllinie CHO-wt
von 1,9nM gezeigt werden. Die unspezifische Toxizitit dieses Konstrukts nach
Inkubation auf Kontrollzelllinien lag bei tiber 200 nM (Tab. 4-9; Root et al., 2003).

Weitere Analysen von genetisch hergestellten Fusionen aus CD4-Varianten und
Toxinderivaten zeigen auf HIV-infizierten Zellen eine Inhibierung der Proteinbio-
synthese mit ID5,-Werten von 1,5 pM (Tsubota et al., 1990).

Die DNA-Synthese HIV-infizierter Zellen wurde durch ein Konstrukt aus CD4 und der
A-Kette des Pflanzentoxins Ricin mit einem IDs,-Wert von 0,15 nM inhibiert (Till et al.,
1988). Spitere Analysen zeigen, dass dieses Konstrukt keinen Einfluss auf die B- oder
T-Zellfunktion besitzt und somit zelltypspezifisch agiert (Till et al., 1990).

Die Eliminierung gpl20-exponierender Zellen durch das hier dargestellte bifunktio-
nelle Protein kann durch Koinkubation des Wildtypkonstrukts D1 verhindert werden.
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Die Toxizitat in diesem Ansatz war vergleichbar mit der unspezifischen Toxizitit des
ESC-PE38.

Dieser Versuch demonstriert, dass D1 in der Lage ist, eine Wechselwirkung zwischen
CD4 und gp120 durch Kompetition zu unterbinden. In vergleichbaren Studien wurde
die HIV-Infektion durch Inkubation der Zelllinien mit einer CD4-Variante, bestehend aus
den zwei N-terminalen Dominen, inhibiert (Traunecker et al., 1988; Hussey et al., 1988;
Deen et al., 1988; Fischer et al., 1988). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
zur Serumstabilitit zeigen, dass das hergestellte Konstrukt D1 in der Lage ist, therapeu-
tischen Anforderungen gerecht zu werden, und in dhnlichen Ansitzen Verwendung fin-
den kann.

Tab. 4-9: Vergleich der IC,-Werte rezeptorspezifischer Zytotoxine
1C5,-Wert [M]

CHO-wt CHO-K1
D1-PE 1,0-e3 1,00-e7
5-Helix—PE38 (Root et al., 2003) 1,9-e9 2,00-e7

Die in dieser Arbeit prisentierten Studien beweisen, dass das hergestellte Konstrukt D1-
PE gpl120-exponiernde Zellen zelltypspezifisch treffen und eliminieren kann. Studien an
HIV-infizierten Zellen zeigen allerdings, dass die HIV-Replikation in diesen Zellen nur
fur die Dauer der Inkubation des Zytotoxins auf den Zelllinien inhibiert wird. Nach
abgeschlossener Behandlung der Zellen mit dem jeweiligen Konstrukt kann in den
Zellen die Reverse Transkriptase Aktivitit des HIV wieder nachgewiesen werden
(Tsubota et al., 1990).

Die Kombination aus Hybridmolekil und dem in der HIV-Therapie bereits eingesetz-
ten Reverse Transkriptase Inhibitor (AZT) kann jedoch HIV-infizierte Zellen selektiv eli-
minieren (Ashorn et al., 1990).

Klinische Studien eines rezeptorspezifischen Zytotoxins, bestehend aus CD4 und
einem Derivat des Pseudomonas Exotoxins, zeigen, dass diese Molekiile noch stark
immunogen sind (Davey et al., 1994). Fir einen therapeutischen Einsatz rezeptorspezi-
fischer Zytotoxine bedarf es daher noch einiger Optimierungen.

Aufgrund der Verwendung polyionischer Fusionspeptide als Dimerisierungsmodul ist
es im Gegensatz zu genetisch fusionierten moglich, die zellbindenden und zytotoxi-
schen Komponenten separat herzustellen. Vor dem Hintergrund der klinischen Studien
ist es durch das vorgestellte System moglich, neue zytotoxische Proteine zu finden, die
eine wesentlich geringere Immunogenitit aufweisen. Uber das vorgestellte
Dimerisierungsmodul konnen relativ einfach und schnell verschiedene Toxine an das
Konstrukt DIRSC assoziiert und die Zytotoxizitit sowie Immunogenitit der Proteine
getestet werden.

Vorteil des hier beschriebenen Systems ist die Moglichkeit des Einsatzes des Proteins
DI1R8C in verschiedenen Therapiemodellen. Durch das C-terminale Peptidsegment kann
dieses Protein kovalent an andere Molekile assoziiert werden. So besteht nicht nur die
Moglichkeit, das rekombinant hergestellte CD4-Konstrukt an ein Derivat des
Pseudomonas Exotoxins zu binden, es ist ebenso denkbar, D1IRS8C auf der Oberfliche
eines virusanalogen Vektorsystems zu immobilisieren und somit einen zelltypspezifi-
schen Gentransfer zu erreichen.

Grundlage fur dieses System ist das Hullprotein VP1 des Polyomavirus. VP1 kann in
vitro unter definierten Bedingungen virusanaloge Partikel bilden. Aufgrund der
Insertion einer polyionischen Sequenz in einen oberflichenexponierten Loop des VP1
besteht die Moglichkeit, durch ionische Wechselwirkung mit anschliefender
Disulfidverbrickung Molekiile auf der Oberfliche der ausgebildeten Kapsidstrukturen
kovalent zu binden (Stubenrauch et al., 2001).
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Durch die Assoziation des DIR8C auf der Oberfliche solcher virusanaloger Partikel
kann ein zelltypspezifischer Gentransfer in HIV-infizierte Zellen erreicht werden. Die
Fihigkeit des DIRSC Zelltypspezifitit zu vermitteln wurde im ersten Teil der vorliegen-
den Arbeit prisentiert.

Problematisch fiir einen solchen Gentransfer sind allerdings die niedrigen
Transfektionsraten des modularen Vektorsystems. Eine Ursache hierfir kann die wenig
effiziente Nukleinsiureverpackung in die Partikel darstellen. Einen Losungsansatz
behandeln die folgenden Kapitel.



5 Modifizierung eines
Gentransfersystems zur HIV-Therapie

Das Hullprotein VP1 des Polyomavirus ist die Grundlage fir ein modulares
Gentransfersystem. Dieses Protein ist in der Lage, in vitro unter definierten
Bedingungen virusanaloge Partikel zu bilden und eukaryontische Zellen in vitro und in
vivo zu transduzieren (Forstova et al., 1995; Krauzewicz et al., 2000; Stubenrauch et al.,
2001; May et al., 2002; Gleiter & Lilie, 2001; Schmidt et al., 2001).

Die  kinstlichen“ Virushiillen konnen aufgrund von verschiedenen Modifikationen
des VP1 als modulares System fir gentherapeutische Ansitze Verwendung finden. Es
besteht zum Beispiel die Moglichkeit, rezeptorspezifische Module auf der Oberfliche
der virusanalogen Partikel zu immobilisieren und einen zelltypspezifischen Gentransfer
zu erreichen (Stubenrauch et al., 2001; Gleiter & Lilie, 2003).

Problematisch fiir diesen Gentransfer ist die geringe Transfektionseffizienz des
Systems. Fir die beschriebenen Transfektionsprotokolle wurde Plasmid-DNA unspezi-
fisch an die Oberfliche der Viruskapside assoziiert. Um einen effektiven Schutz der the-
rapeutisch relevanten Nukleinsiuremolekiile zu erreichen, ist die Verpackung in das
Innere der Viruspartikel notwendig.

Die Bindung des Genoms des Polyomavirus an das Haupthillprotein VP1 (Abb. 5-
1) wird durch mehrere positiv geladene Aminosiuren am N-Terminus des Proteins ver-
mittelt. Diese Sequenzabfolge stellt die natirliche DNA-Bindungsstelle des Virus dar
(Moreland et al., 1991). Sie entspricht aber keinem bekannten Nukleinsdurebindemotiv.

Der N-Terminus ragt nach der Assemblierung in das Innere der Viruskapside.
Molekiile, die N-terminal an VP1 gebunden sind, werden im Laufe der Assemblierung
in die virusanalogen Partikel dirigiert (Gluinther et al., 2001).

Nukleinsduren konnen iber elektrostatische Wechselwirkung an den N-Terminus des
VP1 binden. Die Assemblierung zu VP1 virusanalogen Partikeln erfolgt in Gegenwart
hoher Salzkonzentrationen, welche die bestehende Wechselwirkung zwischen einem
Nukleinsiuremolekiil und den geladenen Aminosiuren am N-Terminus des VP1 verhin-
dern und somit eine gerichtete Verpackung unterbinden (Moreland et al., 1991).

Fur gentherapeutische Ansitze mit Hilfe von Polyoma-virusanalogen Partikeln ist die
Steigerung der Transfektionsraten durch die gerichtete Verpackung von Nukleinsiuren
in das Vektorsystem VP1 ein wichtiger Schritt.

Diese Arbeit hatte das Ziel, VP1 N-terminal durch Fusion mit Nukleinsiure-binden-
den Motiven so zu verindern, dass die Wechselwirkung zwischen N-Terminus des VP1
und einem Nukleinsduremolekiil auch unter Assemblierungsbedingungen erhalten
bleibt.

Ausgangspunkt dieser Arbeit war ein VPI1-
r Konstrukt, dessen DNA bindende N-terminale

_ Domine mit einem Nukleinsiurebindungsmotiv des
f‘ core Proteins p21.5 des Hepatitis B Virus ausge-
l'-.__ tauscht wurde (Esser, 2000; Hatton et al., 1992).
Diese argininreichen Sequenzen binden sequenzun-
spezifisch DNA bzw. RNA.

Diese Bindungsstelle beruht auf einem multiplen
SPXX-Motiv, welches hiufig in genregulierenden
und Nukleinsidure-bindenden Proteinen zu finden ist

, (Suzuki, 1989). Durch diese Motive wird die
Abb. 5-1: Darstellung eines Polyoma- o I . .
VP1-Monomers aus Maus (Stehle 1994, Assoziation der Nukleinsdure an die basischen
Stehle 1996). Der N-Terminus (blaw) Aminosdurereste (XX) durch elektrostatische

vermittelt die Bindung des Genoms des ; ; ; ; ;
Polyomavirus (Moreland of al.. 1991, Wechselwirkung erreicht. Die Bindung wird durch

-
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die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen der Nukleinsdure und dem Serin des
Motivs gefestigt. Die optimale Orientierung der Nukleinsiure wird durch die Ausbildung
eines B-turns des SPXX-Motivs unterstiitzt (Kopka et al., 1987).

Das vorliegende Konstrukt VP1(3C)-234 (Esser, 2000) sollte in Escherichia coli
rekombinant hergestellt, gereinigt und hinsichtlich seiner DNA-Bindungseigenschaften
charakterisiert werden.

5.1 Herstellung und Reinigung der VP1-Varianten

Fur die Charakterisierung hinsichtlich der DNA-Bindung verschiedener VP1-Konstrukte
war es notwendig, die Expression und Reinigung der Proteinvarianten zu optimieren.

Rekombinante Herstellung und Reinigung der VP1-Variante VP1(3C)-234.
VP1(3C)-234 konnte im Escherichia coli Stamm BL21 Codon Plus (DE3) RIL loslich mit
einen C-terminalen CBD-Intein-Fusionsprotein exprimiert werden. Hierzu wurden
Flussigkulturen mit TBT-Medium und dem Selektionsantibiotikum Ampicillin mit dem
Expressionsstamm BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pET21a-VP1(3C)-234-int inokuliert; die
Proteinexpression wurde bei einer ODgy,=1,0 mit 1 mM IPTG induziert und das
Fusionsprotein {iber 15 h bei 15 °C exprimiert. Nach dem im Kapitel 3.4.6.1 beschriebe-
nen Protokoll konnte VP1(3C)-234 nach dem ersten Reinigungsschritt mittels
Affinititschromatographie gewonnen werden.

Fir die Analyse der DNA-Bindungsaffinitit war es notwendig, simtliche E. coli DNA
aus der Proteinlosung zu entfernen. Die Wechselwirkung der DNA zum VP1 war unter
alkalischen Bedingungen unterdriickt. Dies ermoglichte eine weitere Reinigung durch
Kationenaustauschchromatographie (Kapitel 3.4.6.1). VP1(3C)-234 eluierte in einem
Bereich von 1,2 bis 2 M NaCl vom Sidulenmaterial. Die Reinigung der Variante VP1(30)-
234 ergab 0,2 mg Protein aus 1 g Zellmasse (Abb. 5-2a).

Die vollstindige Entfernung der E. coli DNA durch Kationenaustauschchromato-
graphie zeigt die Abbildung 5-3. Nach Extraktion der DNA aus Proben der verschiede-
nen Reinigungsstufen konnte in der Proteinlosung nach erfolgter Kationenaustausch-
chromatographie keine DNA nachgewiesen werden (Abb. 5-3a2). Auch der Vergleich der
UV-Spektren vor und nach dem zweiten Reinigungsschritt zeigte, dass die
Verunreinigungen abgetrennt werden konnten (Abb. 5-3b).

a) b)
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Abb. 5-2: Reinigung der VP1-Konstrukte, SDS-PAGE (12 %, Coomassie-Firbung): a) Reinigung von
VP1(3C)-234: 1 - Zellrohextrakt, 2 - Eluat der Chitin-Affinititschromatographie, 3 - Durchlauf der
Kationenaustauschchromatographie, 4 - Eluat der Kationenaustauschchromatographie; b) Reinigung von
VP1(3C)-wt: 1 - Gesamtzellen uninduziert, 2 - Gesamtzellen induziert, 3 - unlésliche Zellfraktion, 4 - 16sli-
che Zellfraktion, 5 - Uberstand nach fraktionierter Ammoniumsulfatfillung, 6 - Eluat der Kat-
ionenaustauschchromatographie, 7 - Eluat der Gelchromatographie, 8- Eluat der Kationenaustausch-
chromatographie
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Rekombinante Herstellung und Reinigung der VP1-Variante VP1(3C)-wt. Die VP1-
Variante mit Wildtyp-N-Terminus musste fiir vergleichende Bindungsstudien in ausrei-
chenden Mengen exprimiert werden. Die fiir das Protein VP1(3C)-wt codierende
Sequenz wurde Uber die Schnittstellen Ndel und EcoRI in das Plasmid pET21-a kloniert.
Zur Expression des Zielproteins fand der Expressionsstamm BL21 Codon Plus RIL (DE3)
Verwendung. Nach 6-stiindiger Expression bei pH 5,0 und 20 °C konnte VP1(3C)-wt im
SDS-Gel nachgewiesen werden (Abb. 5-2b).

Das Protein wurde nach der in Kapitel 3.4.6.1 beschriebenen Anleitung durch frak-
tionierte Ammoniumsulfatfillung, Kationenaustauschchromatographie und Gelchroma-
tographie gereinigt (Abb. 5-2b). Die gewonnenen Mengen an VP1(3C)-wt lagen bei
durchschnittlich 1,2 mg/g Zellmaterial.

Gebundene E. coli DNA konnte ebenfalls durch Kationenaustauschchromatographie
unter alkalischen Bedingungen entfernt werden (Abb. 5-3a). VP1(3C)-wt zeigte im
Vergleich zu VP1(3C)-234 eine geringere Affinitit zum negativ geladenen
Sdulenmaterial. Das Protein eluierte bei einer NaCl-Konzentration von 600 mM.
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Abb. 5-3: Nachweis der Abtrennung von Nukleinsiuren im Laufe der Reinigung der VP1-Konstrukte: a)
Agarose-Gelelektrophorese (2 %, Ethidiumbromid-Firbung): 1 - Zellrohextrakt, 2 -Eluat der CBD-
Affinititschromatographie, 3 - Durchlauf der Kationenaustauschchromatographie, 4 - Eluat der
Kationenaustauschchromatographie; b) UV/Vis-Spektrum von VP1(3C)-234, Vergleich der Protein-
losungen vor und nach der Kationenaustauschchromatographie

5.2 Charakterisierung der DNA-Bindung

In weiteren Experimenten sollte die Assoziation von DNA an die N-Termini der VP1-
Varianten Uberpriift werden.

Es wurde die Bindung eines 300 bp grolen dsDNA-Molekiils im Gelretentionsassay
analysiert (Kapitel 3.7.1). Diese Analysen zeigen unterschiedliches Retardationsverhalten
von Protein-DNA-Komplexen im Vergleich zu freier DNA.

Nach 30-minttiger Inkubation von 150 nM VP1-Pentamer mit 15 nM dsDNA erfolgte
die Auftrennung der Proben in einem 5 %igen Polyacryamidgel. Durch Anfirben der
dsDNA mittels Ethidiumbromid und Visualisierung der Komplexe im UV-Licht konnte
festgestellt werden, dass die N-terminal mit basischen Aminosduren ausgestatteten VP1-
Varianten in der Lage sind, dsDNA zu binden. Hingegen bindet eine VP1-Variante
(VP1CallS-delN; Esser, 2000), deren N-terminale DNA-Bindungsstelle deletiert wurde,
die dsDNA unter den analysierten Bedingungen nicht (Abb. 5-4a).

Titrationsstudien ergaben, dass VP1(3C)-234 Pentamer dsDNA-Molekile von 300 bp
Linge bei einem Verhiltnis von 1zu 2,5 (DNA zu Protein) quantitativ bindet (Abb. 5-
4b). Im Gegensatz dazu ist fiir VP1(3C)-wt die quantitative Retardation schon bei einem
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Abb. 5-4: Nachweis der DNA-Bindung der VP1-Konstrukte mittels Gelretentionsassay, PAA-
Gelelektrophorese (5 %, Ethidiumbromid-Fiarbung): a) Gelretentionsassay Vergleich VP1CallS-delN,
VP1(3C)-wt und VP1(3C)-234 (je 150 nM VP1 Pentamer inkubiert mit 15 nM 300bp dsDNA): 1 - Freie DNA,
2 - VP1CallS-deIlN mit DNA, 3 - VP1(30)-wt mit DNA, 4 - VP1(3C)-234 mit DNA; b) Gelretentionsassay,
Titrationsstudien von 150 nM VP1(3C)-234 Pentamer zu verschiedenen 300bp dsDNA-Konzentrationen:
1-15nM DNA, 2-30nM DNA, 3-60nM DNA, 4-120nM DNA; ¢) Titrationsstudien von 150 nM
VP1(3C)-wt Pentamer zu verschiedenen DNA-Konzentrationen: 1 - 15 nM DNA, 2 - 30 nM DNA, 3 - 60 nM
DNA, 4 - 120 nM DNA

molaren Verhiltnis 1zu 1,25 (DNA zu Protein; Abb. 5-4¢) moglich. In diesen
Experimenten hatte die Variation des pH-Wertes zwischen pH 7,5 und 8,5 keinen

Einfluss auf die DNA-Bindung von VP1 (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 5-5: Nachweis der DNA-Bindung der VP1-
Konstrukte mittels Fluoreszenzpolaristation: Die Zugabe
von pentameren VP1(3C)-wt bzw. VP1CallS-delN zu
25 nM 300 bp dsDNA-Fragment erfolgte in 50 mM Tris-
HCI pH 7,4, 1 mM EDTA, 2 mM DTT, 5 % (v/v) Glycerin
bei 20 °C. Die Affinitit der Proteine zur Nukleinsidure
wurde unter verschiedenen NaCl-Konzentrationen
bestimmt. Diese sind der Bildlegende zu entnehmen.
Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin wurde bei 576 nm
angeregt. Die Auswertung erfolgte bei 604 nm. Der Fit
der Daten entspricht einer Komplexbildung mit einer
1:1 Stochiometrie von DNA und VP1.

Um die Bindung von Nukleinsiuren
an VP1(3C)-wt quantitativ zu definie-
ren, wurde durch Fluoreszenzpolari-
sation die Affinitit der VP1(3C)-wt
Pentamere zu einem fluoreszenzmodi-
fizierten dsDNA-Molekiil untersucht
(Kapitel 3.5.2.2; Abb. 5-5). Die DNA-
Bindung des N-Terminus des VP1(3C)-
wt kann in Anwesenheit von 50 mM
NaCl durch die Dissoziationskonstante
von 149 nM charakterisiert werden.
Hohere Salzkonzentrationen verrin-
gern die Stirke der Wechselwirkung
zwischen Nukleinsiure und Protein.
Fluoreszenzpolarisationsmessungen in
100 mM NaCl zeigten fir den VPI-
Pentamer—DNA-Komplex eine Disso-
ziationskonstante von 601 nM. Die N-
terminal  deletierte =~ VP1-Variante
VP1CallS-delN zeigt hingegen keine
Affinitit zum DNA-Molekiil (Abb. 5-5).
VP1(3C)-234 war unter den fur die
Fluoreszenzpolarisation notwendigen
Losungsmittelbedingungen  instabil.
Die Messung konnte nicht durchge-
fuhrt werden.
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5.3 Optimierung der natiirlichen DNA-Bindungsstelle des VP1

Die Ergebnisse der Bindungsstudien weisen darauf hin, dass VP1(3C)-234 DNA nicht so
effizient bindet wie VP1 mit der natiirlichen DNA-Bindungsstelle. Ursache war mogli-
cherweise, dass die fir die DNA-Bindung notwendige Struktur des B-furns aufgrund
sterischer Behinderung nicht ausgebildet wurde. Des Weiteren lag das
Nukleinsiurebindemotiv p21.5 des Hepatitis B Virus in der VP1-Variante VP1(3C)-234
nicht vollstindig vor. Im Vergleich zum p21.5 fehlten in der VP1-Variante VP1(3C)-234
funf Argininreste. Dies und die mogliche Verhinderung der Strukturausbildung konnen
Ursache fir die schlechtere DNA-Bindung sein.

Die Abbildung 5-6 zeigt die Sequenz des neu geplanten N-terminalen
Fusionskonstrukts VP1(3C)delN-p21.5. Das vollstindige Nukleinsdurebindemotiv des
HBV ersetzt im Konstrukt VP1(3C)deIN-p21.5 die natiirliche DNA-Bindungsstelle des
VP1. Die fir das geplante Konstrukt codierende DNA-Sequenz wurde in verschiedene
Vektoren kloniert (Kapitel 8.6) und die rekombinante Herstellung analysiert.

VP1(3C)-234
MASPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQASPR-VP1(3C)-delN

VP1(3C)delN-p21.5

MARRRDRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQGGSGGSAS-VP1(3C)-delN

Abb. 5-6: Ubersicht tiber die N-terminalen Fusionskonstrukte von VP1

Klonierung des Konstrukts VP1(3C)deIN-p21.5. Die fir das Nukleinsiurebinde-
motiv codierende Sequenz wurde durch Hybridisierung synthetischer Oligonukleotide
mit anschlieBender Amplifikation durch PCR hergestellt. Die Planung des Konstrukts
erfolgte so, dass die jeweiligen Oligonukleotide Uiber einen Bereich von 10 bp hybridi-
sierten. Nichtkomplementire Bereiche im entstandenen DNA-Fragment wurden durch
die DNA-Polymerase Klenow-Fragment vervollstindigt; das DNA-Molekul wurde durch
PCR amplifiziert.

Ausgehend von der VP1(30)-wt Sequenz wurde an der Aminosiureposition 14 tiber
QuickChange-Mutagenese eine Nbel-Restriktionsschnittstelle eingeftihrt. Nach anschlie-
Bender Restriktion mit Nhel und Ndel wurde das synthetisch hergestellte
Nukleinsdurebindemotiv p21.5 an die Aminosdureposition 14 des VP1(3C) ligiert, so
dass die natirliche DNA-Bindestelle ersetzt wurde (Abb. 5-7). Das erhaltene Konstrukt
wurde anschlieSend in verschiedene Expressionsvektoren kloniert.

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sowie die Schnittstellen, tiber die
das Konstrukt VP1(3C)deINp21.5 in die jeweiligen Plasmide ligiert wurde, sind im
Anhang (Kapitel 8.5; Kapitel 8.6) aufgelistet.

Expression eines fusionsfreien Konstrukts. Die Expression des fir VP1(3C)delN-
p21.5 codierenden Gens im Plasmid pET21-a konnte nach Optimierung hinsichtlich der
Expressionsdauer, -temperatur und des Induktionszeitpunktes nur im Westernblot nach-
gewiesen werden. Diese Mengen waren fiir eine Reinigung und Charakterisierung des
Proteins nicht ausreichend (Abb. 5-8a).

Expression und Reinigung mit C-terminaler Intein-CBD. Der Expressionstamm
BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pET21a-VP1(3C)delN-p21.5-int wurde analog zu dem fur
die VP1-Variante VP1(3C)-234 beschriebenen Protokoll kultiviert und die Protein-



84

pET21a-

VP1(3C)-wt
Hybridisierung

J QuickChange-Mutagenese

Klenow-Reaktion

v pET21a-
— VP1(3C)-wt-
T NhelPos14
Amplifikation
v l Ndel-/Nhel-Verdau
Subklonierung
Ndel-/Nhel-Verdau
pET21a-
v VP1(3C)-wt-

NhelPos14

Ligation

!

pET21a-

VP1(3C)delN-
p21.5

Abb. 5-7: Klonierungsstrategie zur Herstellung des VP1-Konstrukts VP1(3C)deIN-p21.5 am Beispiel der
Bildung des Expressionsplasmids pET21a-VP1(3C)delN-p21.5

expression fur 15h bei 15°C induziert. Die Expression des Fusionskonstrukts
VP1(3C)delN-p21.5-int konnte durch Westernblotanalyse nachgewiesen werden (Abb.
5-8b). Reinigungsstudien uber Affinititschromatographie und Kationenaustausch-
chromatographie (Kapitel 3.4.6.1) zeigten, dass dieses Konstrukt analog zum etablierten
Protokoll gereinigt werden kann, die Ausbeuten sind allerdings zu gering (Daten nicht
gezeigt).

Expression mit N-terminaler Histidinfusion. Die Sequenz des VP1(3C)deIN-p21.5
wurde erfolgreich in das Plasmid pET15b kloniert. Die Expression des Proteins konnte
nach verschiedenen Optimierungsversuchen analog zum fusionsfreien Konstrukt nur im
Westernblot detektiert werden (Abb. 5-8¢).

Expression und Reinigung des VP1(3C)deIN-p21.5 mit N-terminaler GST-Fusion.
Der Expressionsstamm BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pGEX-2T-VP1(3C)deIN-p21.5 wurde
in 1-1-Flussigkultur bei 37 °C bis zu einer ODy,, von 1,0 kultiviert. Die Proteinexpression
erfolgte nach Induktion mit 1 mM IPTG bei 20 °C fir 3 h. Das Fusionskonstrukt GST-
VP1(3C)delN-p21.5 konnte nach dieser Zeit im SDS-Gel gezeigt werden (Abb. 5-9).

Das Zielprotein wurde analog zu dem in Kapitel 3.4.6.1 beschriebenen Protokoll durch
Affinititschromatographie gereinigt und nach Dialyse gegen Puffer M einer
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a) b) C)

1’
o4 Y/E12%83de{N'p21 5 VP1(3C)delN-p21.5int
l W VP1(3C)-wt

His-VP1(3C)delN-p21.5
VP1(3C)-wt

Abb. 5-8: Nachweis der Expression von VP1(3C)delN-p21.5 in verschiedenen Vektoren mittels
Westernblot (Anti-VP1 Antikorper): a) Expression fusionsfreier Konstrukte: 1 — Gesamtzellen BL21 Codon
Plus RIL (DE3)/pET21a-VP1(3C)delN-p21.5 6 h induziert, 2 - Gesamtzellen BL21 Codon Plus RIL
(DE3)/pET21a-VP1(3C)-wt 6 h induziert; b) Expression mit C-terminaler Intein-CBD-Fusion: 1-—
Gesamtzellen BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pET21a-VP1(3C)delN-p21.5-int 12 h induziert, 2 -
Gesamtzellen BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pET21a-VP1(3C)-wt 6 h induziert; ¢) Expression mit N-termi-
naler Histidin-Fusion: 1 - Gesamtzellen BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pET15b-VP1(3C)deIN-p21.5 12 h
induziert, 2 — Gesamtzellen BL21 Codon Plus RIL (DE3)/pET21a-VP1(3C)-wt 6 h induziert

Thrombinspaltung unterzogen. Nach 12 h bei 8 °C wurden 60 % des Fusionskonstrukts
gespalten (Abb. 5-9). Lingere Inkubation mit der Serinprotease ermoglichte keine effi-
zientere Spaltung des Proteins, es wurde lediglich eine vermehrte Aggregation des
Proteins nachgewiesen. In der anschliefenden Kationenaustauschchromatographie
(Kapitel 3.4.6.1) konnte freies VP1(3C)deIN-p21.5 nicht vom Fusionskonstrukt getrennt
werden. Auch die abschliefende Gelchromatographie fiithrte nicht zu einer Separation
des gewtinschten Proteins (Abb. 5-9).
Um die Effizienz der
1t 2 M 3 4 5 8 Abspaltung des GST vom
VP1(3C)delN-p21.5 zu erhohen,

97,0 kD : . .
660sz . A GSTVP1(3C)delN-p21.5 erfolgte ghe Klonierung der
’ Sequenz fur VP1(3C)delN-p21.5
— VP1(3C)deIN-p21.5 . .

45,0 kDa b in den Expressionsvektor pGEX-
- - - _— 6P. In diesem Plasmid ist die

30,0 kDa i - Thrombinspaltstelle durch die
e Schnittstelle der Serinprotease

PreScission Protease ersetzt. Die

Abb. 5-9: Reinigung von VP1(3C)delN-p21.5, SDS-PAGE (12 %, Expression und Reinigung in
Coomassie-Fiarbung):  1- Gesamtzellen uninduziert, 2- diesem Konstrukt fihrte nicht
Gesamtzellen induziert, 3 - Eluat der GSH-Affinititschromato- d .. h Aush
graphie, 4 - Thrombinspaltung, 5 - Eluat der Kationenaustausch- zu der gewunschten Ausbeute
chromatographie 6 - Eluat der Gelchromatographie an freiem VP1(3C)delN-p21.5.

Da das Fusionskonstrukt GST-
VP1(3C)deIN-p21.5 nur in Puffern mit hoher Ionenstirke in Losung zu halten war und
dies moglicherweise auf die Instabilitit des Proteins VP1(3C)deIN-p21.5 zurtickzufiihren
ist, erfolgten eine Mutagenese der zum Wildtyp VP1 fehlenden Cysteine C273 und C282
und eine Mutagenese des eingefiithrten Cysteins C248 zum Threonin (Schmidt et al.,
1999; Schmidt et al., 2000). Die Reinigungsoptimierung der neuen Mutanten
VP1(wt)delN-p21.5 zeigte weder eine erhohte Stabilitit des Proteins noch eine verbes-
serte Reinigungseffizienz (Daten nicht gezeigt).
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5.4 Diskussion zur Modifizierung eines Gentransfer-
systems

Gentherapie ist zu einem wichtigen Forschungsgebiet der molekularen Medizin gewor-
den. Sie kann zum einen angeborene genetische Defekte durch Einfiigen des intakten
Genabschnittes in die betreffenden Zellen korrigieren, zum anderen ist es durch spezi-
fisches Einbringen bestimmter Gene moglich, Tumorzellen bzw. virusinfizierte Zellen zu
eliminieren (Anderson, 1998).

Der Erfolg der Gentherapie ist abhidngig von der Entwicklung sicherer und effizien-
ter Vektorsysteme. Der auf dem Hillprotein VP1 des Polyomavirus basierende nichtvi-
rale Vektor kann durch Modifikationen als modulares Vektorsystem verwendet werden.
Die einzelnen Komponenten dieses Systems erfiillen die Aufgaben der Zelltypspezifitit,
des Gentransfers und der Endozytose (Stubenrauch et al., 2001; May et al., 2002; Gleiter
et al., 1999; Gleiter & Lilie, 2001 und 2003; Schmidt et al., 2001; Gunther und Lilie, per-
sonliche Mitteilung). Eine Kombination dieser einzelnen Bestandteile fihrt zur
Entwicklung eines speziell abgestimmten Vektorsystems, welches einfach und sicher
angewandt werden kann (Kapitel 1.5; Abb. 1-7).

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Optimierung des Gentransfers.
Problematisch fir einen erfolgreichen Einsatz von Nukleinsduren als Therapeutikum ist
die Transfektionseffizienz, die bei synthetischen Gentransfer-Systemen noch relativ
gering ist (Luo & Saltzman, 1999).

Die virusanalogen Partikel des VP1 wurden bereits als Vektoren verwendet, um exo-
gene DNA sowohl in vivo als auch in vitro in Zellen zu dirigieren (Forstova et al., 1995;
Krauzewicz et al., 2000; Stubenrauch et al., 2001; May et al., 2002; Gleiter & Lilie, 2001;
Schmidt et al., 2001). Die in diesen Ansitzen verwendete Plasmid-DNA wird durch
Anwendung eines osmotischen Schocks an die assemblierten Virushiillen assoziiert.

Die Behandlung mit DNasel zeigte den Schutz vor Nukleaseabbau von an VP1-
Partikeln assoziierten DNA-Fragmenten von bis ca. 2 kbp Linge (Stokrova et al., 1999;
Braun et al.,, 1999). Um einen effektiven Schutz der fir gentherapeutische Anwen-
dungen notwendigen Nukleinsiuren zu erreichen, ist die Verpackung in die
Viruskapside der Assoziation an den Virushiillen vorzuziehen.

Die gerichtete Verpackung von Nukleinsduren sollte im beschriebenen Ansatz durch
die Verinderung der nattirlichen DNA-Bindungsstelle am N-Terminus des VP1 erfolgen.
Die N-terminalen Aminosiduren des Proteins sollten durch ein Nukleinsiure bindendes
Motiv ersetzt werden. Eine verbesserte Bindung zu Nukleinsiuren wiirde es gestatten,
diese wihrend der in vitro Assemblierung in die virusanalogen Partikel zu verpacken
anstatt sie, wie in den bestehenden Protokollen beschrieben (Forstova et al., 1995,
Krauzewicz et al., 2000; Stubenrauch et al., 2001; May et al., 2002; Gleiter & Lilie, 2001,
Schmidt et al., 2001), nach der Assemblierung unspezifisch auf der Oberfliche der virus-
analogen Partikel zu assoziieren. Ziel dieser Verinderung sollte eine verbesserte
Transfektionseffizienz des gentherapeutischen Vektorsystems sein.

Frithere Arbeiten zeigen die Modifikationen des N-Terminus von VP1 mit dem TATA-
Box-Bindungsprotein (TBP), einer Komponente der Transkriptionsmaschinerie, welche
sequenzspezifisch DNA bindet (Coleman, 1995; Paal et al., 1997). TBP liegt in Losung
jedoch in einem Monomer-Dimer-Gleichgewicht vor (Coleman 1995). Durch die Fusion
an VP1, das selbst als Pentamer vorliegt, kommt es zu einer vermehrten Aggregation
(Esser, 2000).

Um Probleme dieser Art zu vermeiden, sollte die N-terminale Modifikation von VP1
auf die Fusion mit kleinen monomeren Dominen beschrinkt werden. Die Auswahl des
SPXX-Motivs scheint fir diese Anwendung optimal. Das Bindungsmotiv vermittelt
sequenzunspezifisch durch elektrostatische Wechselwirkungen und Wasserstoftbriicken
eine Bindung des Proteins an Nukleinsiuren (Kopka et al., 1987; Suzuki, 1989).
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5.4.1 Rekombinante Herstellung der VP1-Konstrukte

Das fur vergleichende Studien notwendige VP1-Konstrukt VP1(3C)-wt mit Wildtyp-N-
Terminus wurde nach einem zur Literatur alternativen Protokoll in pET21-a exprimiert
und gereinigt. Durch Anwendung der Kationenaustauschchromatographie konnte die
am N-Terminus gebundene Escherichia coli DNA abgetrennt werden. Das Konstrukt
wird mit einer zur Literatur vergleichbaren Ausbeute von 1,2 mg/g Zellmaterial herge-
stellt (Stubenrauch et al., 2000).

Das fur die Nukleinsiurebindung modifizierte VP1-Konstrukt VP1(3C)-234 konnte
erfolgreich in Escherichia coli exprimiert und Uber Affinitits- und Kationenaustausch-
chromatographie gereinigt werden. Verglichen mit der VP1-Variante VP1(3C)-wt sank
die Ausbeute des gereinigten Proteins auf 16 %. Ursachen hierfiir sind eine verringerte
Expressionsrate und die verstirkte Aggregation des Konstrukts VP1(3C)-234 wihrend
der Reinigung.

5.4.2 Analyse der DNA-Bindung

Im Gelretentionsassay wurde die Wechselwirkung der VP1-Varianten zu einem 300 bp
groffen dsDNA-Fragment analysiert. Die VP1-Konstrukte mit DNA-Bindungsmotiv bzw.
positiv geladenen Aminosiduren am N-Terminus sind im Vergleich zur Deletionsmutante
VP1CallS-delN in der Lage, das 300 bp dsDNA-Fragment zu binden.

Titrationsanalysen zeigten allerdings, dass der natirliche N-Terminus des VP1 stirker
das dsDNA-Fragment bindet als das Nukleinsiurebindemotiv am N-Terminus der ent-
wickelten Variante.

Zur Quantifizerung der Wechselwirkung von dsDNA mit VP1(3C)-wt wurde die
Dissoziationkonstante des Komplexes durch Fluoreszenzpolarisation analysiert. Die
Bindung zwischen VP1(3C)-wt und dsDNA, analysiert durch Fluoreszenzpolaristaion, ist
durch eine Dissoziationskonstante KD = 149 nM charakterisiert. Diese Wechselwirkung
ist jedoch stark von der Ionenstirke abhingig. Die Erhohung der Salzkonzentration auf
100 mM NaCl bewirkte eine Verringerung der Affinitit. Die Dissoziationskonstante
betrug in diesem Fall lediglich 601 nM. Dieser Wert beschreibt aber wahrscheinlich eine
unspezifische Wechselwirkung des Proteins mit dem an die DNA gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoff, da sich die Endwerte der Messungen bei verschiedenen
Salzbedingungen unterscheiden.

Diese Beobachtungen werden bestitigt durch Arbeiten zur Untersuchung der
Salzabhingigkeit der Wechselwirkung von VP1-Pentameren und verschiedenen DNA-
Fragmenten. Die Bindung von DNA an den N-Terminus des VP1 wird bei einer NaCl-
Konzentration von 275 mM vollstindig unterdriickt (Dobberthien, 2003).

Die Deletionsvariante VP1CallS-delN war in diesem Experiment nicht in der Lage, an
der DNA zu binden. Diese Untersuchungen bestitigen die DNA-Bindungsstelle des VP1
innerhalb der ersten 12 Aminosiuren (Moreland et al., 1991; Chang et al., 1993; Ou et
al., 2001). Die Wechselwirkung zwischen einer VP1-Variante und einem 184 bp dsDNA-
Fragment ist durch eine Dissoziationskonstante von 104 nM definiert (Tab. 5-1; Gleiter,
personliche Mitteilung).

Moreland et al. (1991) untersuchten die Wechselwirkung von VP1 zu DNA durch die
Methode der Immunkoprizipitation. Die ermittelten Werte von 10 bis 20 pM zeigen
hohere Affinititen als die in dieser Arbeit ermittelten. Durch die Verwendung von
Antikorpern in dieser Methode konnen unspezifische Wechselwirkungen der
Nukleinsduren nicht ausgeschlossen werden, so dass auch nicht an VP1 assoziierte DNA
detektiert wurde.

VP1(3C)-234 ist moglicherweise aus sterischen Grinden nicht in der Lage, die fur die
DNA-Bindung notwendige Struktur eines B-furns am N-Terminus auszubilden (Suzuki,
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1989). Daher wurde ein weiteres VP1-Konstrukt (VP1(3C)delN-p21.5) kloniert, bei dem
zwischen dem Nukleinsdurebindungsmotiv p21.5 und der VP1-Sequenz ein Peptidlinker
aus Glycin- und Serinresten eingeftigt wurde. Diese Aminosdurereste sind im Gegensatz
zu anderen Aminosiuren flexibel und beweglich und sollten eine unabhingige Faltung
der Nukleinsiurebindemotive und der VP1-Struktur gewihrleisten.

Tab. 5-1: Vergleich der Dissoziationskonstanten verschiedender DNA-Fragmente mit VP1-Pentameren

NaCl-Konzentration [mM] K, [M]
VP1(30)-wt 50 1,49-e7
VP1(3C)-wt 100 6,01-e7
VP1wt (Gleiter, personliche Mitteilung) 50 1,04-e7

5.4.3 Verbesserung der DNA-Bindungsstelle des VP1

Um die Affinitit des VP1 an Nukleinsiuren zu erhohen, wurde der natlrliche N-
Terminus durch das vollstindige Nukleinsiurebindemotiv des HBV ersetzt.

VP1 enthilt kein allgemein bekanntes Nukleinsiurebindungsmotiv, wie z. B. ein
Shelix-turn-belix“- oder ein SPXX-Motiv (Wintjens & Rooman, 1996; Suzuki, 1989).
Letzteres ist in der Lage, aufgrund der Ladungen der basischen Aminosiurereste XX die
Wechselwirkung zum negativ geladenen Phosphatriickgrat der DNA zu vermitteln und
die DNA mit Hilfe der Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen dem Wasserstoff
der Aminogruppe des Serins und der kleinen Furche der DNA zu binden (Kopka et al.,
1987).

Die Stirke der Expression des Konstrukts VP1(3C)deIN-p21.5 schwankte betrichtlich
in Abhingigkeit vom jeweiligen Expressionsplasmid, obwohl alle Plasmide unter der
Kontrolle der sehr effizienten T7/lac-Promotoren waren. Ursachen fir die geringen
Expressionsraten waren moglicherweise die Toxizitit des exprimierten Proteins, die
Instabilitit des Proteins oder die Degradierung im Laufe der Expression.

Die Herstellung des Konstrukts mit C-terminaler Fusion mit Intein-CBD konnte durch
SDS-Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Die Ausbeuten nach erfolgter Reinigung
waren sehr gering, sodass weitere Experimente mit dieser Variante nicht durchgefiihrt
wurden. Der N-Terminus von VP1(3C)delN-p21.5 ist - verglichen mit dem des VP1-
Konstrukts VP1(3C)-234 - stiarker positiv geladen. Der isoelektrische Punkt der Variante
VP1(3C)delN-p21.5 erhoht sich im Vergleich zu VP1(3C)-234 von 8,02 auf 9,19. Diese
Erhohung der Ladungsdichte fihrt moglicherweise zur Instabilitit des gesamten Proteins
mit vermehrter Aggregation und somit zur geringeren Ausbeute nach der Reinigung.

Ein Grund fur die starke Expression mit N-terminaler Glutathion-S-Transferase kann
darin begriindet liegen, dass die Ladungen am N-Terminus des VP1 durch genetische
Fusion mit der Sequenz der Glutathion-S-Transferase in die Mitte des
Expressionskonstrukts verlagert wird. Ahnliche Beobachtungen zeigte die
Expressionsoptimierung des Toxins ESC-PE38. Durch N-terminale Fusion mit der
Glutathion-S-Transferase konnte auch in diesem Fall die Expression erheblich gesteigert
werden (Kleinschmidt, 2004).

Nach der ersten Reinigungsstufe der VP1-Variante mit N-terminaler GST-Fusion war
es notwendig, die N-terminal fusionierte Glutathion-S-Transferase abzuspalten. Es zeig-
te sich jedoch, dass es nach der Behandlung mit verschiedenen Serinproteasen nicht
moglich war, das Zielprotein zu isolieren.

Die Glutathion-S-Transferase liegt in Losung als Dimer vor, VP1(3C)deIN-p21.5 weist
eine pentamere Struktur auf (Vargo et al., 2004; Stehle et al., 1996). Die Spaltstelle zwi-
schen Glutathion-S-Transferase und VP1(3C)delN-p21.5 war in diesem Konstrukt mog-
licherweise durch die Oligomerisierung der Proteine sterisch abgeschirmt, so dass die
quantitative Abspaltung der Glutathion-S-Transferase nicht erfolgte.
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Die Instabilitit des Fusionskonstrukts ldsst sich durch die Oligomerisierung des herge-
stellten Konstrukts erkliren. Durch die Pentamer- und Dimerstrukturen der fusionierten
Proteine entstehen grofle Komplexe, welche nur durch Stabilisatoren, wie Glycerin oder
Ammoniumsulfat, in Losung gehalten werden konnen.

5.4.4 Ansitze zur Nukleinsaureverpackung

Die gerichtete Verpackung von Nukleinsduren in virusanaloge Partikel sollte im Rahmen
dieser Arbeit durch Verinderung des N-Terminus des Haupthillproteins VP1 des
Polyomavirus optimiert werden. Fir die Bindung von Nukleinsduren an VP1 wurde der
natuirliche N-Terminus des VP1 durch das Nukleinsdurebindemotiv des Hepatitis-B-Virus
p21.5 ersetzt (Hatton et al., 1992). Die Expression des geplanten Konstrukts
VP1(3C)delN-p21.5 in Escherichia coli war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Im
Folgenden sollen weitere Losungsansitze zur Optimierung des Gentransfers betrachtet
werden.

Eine neue Moglichkeit fir die Verpackung kleinerer Nukleinsiuremolekiile stellt die
Assemblierung unter 25 % Sorbitol dar. Durch Verwendung dieses Stabilisators ist
Ammoniumsulfat fir die Ausbildung von Kapsidstrukturen nicht mehr notwendig.
Kleine DNA-Molekile von bis zu 500 bp Linge konnen aufgrund ionischer
Wechselwirkung am N-Terminus des VP1 binden und im Laufe der Assemblierung ins
Innere der Partikel gebracht werden. Eine Modifizierung des N-Terminus von VP1 ist in
diesem Fall nicht notwendig, da die bestehende ionische Wechselwirkung nicht durch
hohe Salzkonzentrationen aufgehoben wird (Jahn, 2002; Dobberthien, 2003).

Fur die Therapie verschiedener Krankheiten, wie z.B. HIV-Infektionen, ist die
Verpackung gro3er Nukleinsiuremolekile nicht notwendig. DNAzyme und siRNAs sind
neuartige Molekiile, welche in der Lage sind, spezifisch die mRNA bestimmter Gene zu
spalten, die Expression der Zielproteine zu minimieren und betroffene Zellen zu thera-
pieren. Die Anwendung dieser Molekiile konnte bereits in einigen Experimenten zur
Etablierung einer HIV-Therapie gezeigt werden (Jacque et al., 2002; Surabhi & Gaynor,
2002; Zhang et al., 1999; Unwalla & Banerjea, 2001; Dash et al., 2004).

Sequenzspezifische DNAzyme konnen die mRNA der konservierten Gag- und Nef-
Regionen des HIV-1 spalten und deren Genexpression minimieren (Dash et al., 2004).
Weitere Arbeiten zeigen die Inhibierung der HIV-Replikation durch HIV-1-spezifische
siRNAs (Surabhi & Gaynor, 2002).

Die Verpackung grolerer Nukleinsiuren ist nur nach deren Kondensation moglich.
Unkondensierte Plasmid-DNA hat bei einem Kodierungsumfang von 5 kb eine hydro-
dynamische Grole von mehreren Mikrometern. Fir eine effiziente Verpackung in
Virushiillen mit einem Durchmesser von 45 nm ist die Kondensation dieser DNA-
Molekiile unerlisslich.

Zu beachten ist jedoch, dass DNA bei Zugabe von Kondensationsmitteln in bestimm-
ten Konzentrationsbereichen ringformige, hochmolekulare Aggregate, so genannte
Toroide, ausbildet, die aufgrund ihrer Grée von tiber 120 nm nicht in die virusanalo-
gen Partikel dirigiert werden konnen (Hansma et al., 1998; Vijayanathan et al., 2004). In
einigen Studien konnten die Kondensationsbedingungen fiir linearisierte und ringformi-
ge DNA so variiert werden, dass die Grofse der Toroide auf 42 nm bis 80 nm herabge-
setzt werden konnte (Conwell et al., 2003).

Weitere Studien konnten die Kondensierung von Nukleinsiuren dahingehend opti-
mieren, dass die GroBe der hergestellten Toroide eine Verpackung in virusanaloge
Partikel ermoglicht.






6 Zusammenfassung

AIDS ist zurzeit die vierthdufigste Todesursache weltweit. Insgesamt sind bis heute 27,1
Millionen Menschen an der HIV-Infektion verstorben, allein im Jahr 2004 rund 3,1
Millionen (UNAIDS, 2004). Heute gibt es wirksame Medikamente, die den Ausbruch von
AIDS verhindern konnen — allerdings nur fir einen begrenzten Zeitraum.

HIV ist ein schnell mutierendes Virus (Lever, 1995), wodurch sich die Entwicklung
einer Therapie, wie z. B. die Bildung von neutralisierenden Antikorpern gegen seine
Oberflichenproteine, sehr schwierig gestaltet. Konservierte Bereiche in der Struktur des
Oberflichenglykoproteins gp120 des HIV ermoglichen dessen Bindung an den zelluli-
ren T-Zellrezeptor CD4, der auf der Oberfliche der Wirtszellen lokalisiert ist, und somit
eine gezielte Aufnahme des Virus in die Zellen vermittelt (Dalgleish et al., 1984).

CD4 stellt folglich ein wichtiges Schliisselprotein im Laufe einer HIV-Infektion dar.
Nach der Fusion des Virus mit der Membran der Wirtszellen wird die Exposition des
Transmembranproteins CD4 auf der Zelloberfliche herunterreguliert, wihrend die virus-
eigenen Proteine gp40/gp120 in die Membran eingelagert und auf der Oberfliche der
Zellen prisentiert werden (Lever, 1995). Mit der Exposition des gp120 auf der Ober-
fliche HIV-infizierter Zellen wird die Moglichkeit eroffnet, eine zelltypspezifische
Adressierung biologisch aktiver Komponenten oder eines Gentransfersystems mit dem
naturlichen Rezeptor fir HIV, dem CD4, durchzufiihren. Fir die Wechselwirkung mit
gp120 ist nur die erste extrazellulire Domine (D1) relevant (Perutz, 1992; Kwong et al.,
1998). Die rekombinante Herstellung von CD4-Varianten ist ein wichtiger Zwischen-
schritt zur Entwicklung eines zelltypspezifischen HIV-Therapie Systems.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines in verschiedenen
Therapieansitzen einsatzfihigen Targeting-Moduls zur HIV-Therapie.

Es beinhaltete die rekombinante Herstellung verschiedener CD4-Konstrukte. Die
erste extrazellulire Domine (D1) des CD4 konnte im Rahmen der Arbeit in E. coli her-
gestellt werden. Die Qualitit und die Quantitit des gereinigten Konstrukts konnten im
Vergleich zu bestehenden Protokollen durch Etablierung eines effizienten
Renaturierungs- und Reinigungsprotokolls wesentlich verbessert werden.

Grundlage fur die Etablierung eines Moduls zur Verwendung in verschiedenen HIV-
Therapie-Ansitzen war das auf der Konjugation polyionischer Fusionspeptide beruhen-
de Dimerisierungsmotiv (Richter et al., 2001). Durch Anfiigen eines solchen Peptids,
bestehend aus 8 Argininresten und einem zusitzlichen Cystein, an die Sequenz des D1
wurde die Moglichkeit eroffnet, eine weitere CD4-Variante (D1R8C) durch ihr C-termi-
nales Peptidsegment an verschiedene therapeutisch relevante Molekiile kovalent zu bin-
den.

Die zwei hergestellten Proteinvarianten D1 und D1R8C wurden hinsichtlich ihrer
Funktionalitit, Struktur und Stabilitit biophysikalisch charakterisiert. D1R8C zeigt im
Vergleich zu D1 eine verinderte Struktur und Stabilitit. Funktionalititsstudien, welche
die Wechselwirkung der Konstrukte zu einem gp120-Fragment charakterisierten, hinge-
gen zeigten, dass D1R8C die gleiche Affinitit zum Oberflichenglykoprotein des HIV hat
wie das Wildtypkonstrukt. Die in dieser Arbeit ermittelten Bindungskonstanten sind mit
denen in der Literatur beschriebenen vergleichbar (Myszka et al., 2000; Xiang et al.,
2002; Moebius et al., 1992; Wu et al., 1996; Martin et al., 2003). Der Nachweis der spe-
zifischen Bindung von fluoreszenzmarkierten D1R8C an gp120 positiven Zellen besti-
tigte die biophysikalischen Untersuchungen zur Funktionalitit des Proteins.

Zum proof of principle der Etablierung des DI1RS8C als Targeting-Modul zur HIV-
Therapie wurde ein rezeptorspezifisches Zytotoxin, bestehend aus der zellerkennenden
Komponente DI1R8C und einem Proteintoxin, einem Derivat des Pseudomonas
Exotoxins ESC-PE38 (Kleinschmidt et al., 2003), hergestellt. Dieses kovalent konjugier-
te chimere Protein zeigte in Zellkulturanalysen eine zelltypspezifische Zytotoxizitit. Die
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ermittelten 1C5,-Werte waren mit den in Literaturangaben fir genetisch fusionierte
Konstrukte bestimmten Werten vergleichbar (Root et al., 2003).

Durch die einfache Konjugation des D1R8C uiber polyionische Fusionspeptide wird
die Moglichkeit eroffnet, mit geringem Aufwand verschiedene andere Proteintoxine ziel-
gerichtet auf gp120-positive Zellen zu dirigieren und deren Zytotoxizitit zu analysieren.

Eine weitere Moglichkeit bietet die Assoziation der CD4-Variante DI1R8C als
Targeting-Modul auf der Oberfliche eines Gentransfersystems, beruhend auf virusana-
logen Partikeln (Stubenrauch et al., 2001). Mit Hilfe des DIRSC kann so ein zelltypspe-
zifischer Gentransfer auf HIV-infizierte Zellen erreicht werden. Ein Problem dieses
Transfersystems sind jedoch die geringen Transfektionraten, deren Ursache moglicher-
weise eine ineffiziente Nukleinsiureverpackung ist.

In weiteren Untersuchungen dieser Arbeit wurde die natiirliche DNA-Bindungsstelle
des Hullproteins VP1 durch ein Nukleinsiurebindemotiv ersetzt, um die Affinitit des
VP1 zu Nukleinsduren zu erhohen, eine gerichtete Verpackung der Nukleinsduren in das
Innere der Kapside zu erreichen und die Transfektionseffizienz der Partikel zu steigern.
Eine erhohte Affinitit zu Nukleinsduren durch Modifikation des N-Terminus von VP1
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt werden. Das Konstrukt VP1(3C)-234
konnte nicht effizienter dsDNA-Molekiile binden als ein VP1-Konstrukt mit Wildtyp-N-
Terminus. Weitere Konstrukte mit modifizierten N-Termini konnten aufgrund geringer
Expression in E. coli bzw. geringer Ausbeuten nach erfolgter Reinigung nicht dargestellt
werden.

Das VP1-Konstrukt mit Wildtyp-N-Terminus wurde hinsichtlich seiner DNA-Bindung
biophysikalisch charakterisiert. In Fluoreszenzpolarisationsmessungen konnte die
Salzabhingigkeit der Wechselwirkung des Proteins zu Nukleinsduren dargestellt wer-
den. Die drastische Abnahme der Affinitit zu Nukleinsiure durch Erhohung der
Salzkonzentration bestitigte andere Untersuchungen der salzabhingigen Wechsel-
wirkung von VP1 mit DNA mittels Oberflichenplasmonresonanz (Dobberthien, 2003).
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungen

AIDS
BamH
bp
CBD
CD
CD4
D1
D1R8C
D1-PE
Cv

Da
DNase
Dpn
dsDNA
E8S8C-PE
ECL

E. coli
ESI-MS
Fab

FKS
Fv

GSH
GST
GSSG
HBV
HIV
IC50-Wert
D5,
IEXC
IMAC
IP

kb

k,

Kq

Kp
kDA
LB
MALDI-MS
MWCO
Nco
Nde
Nbhe
OD

acquired immunodeficiency syndrome

Bacillus amyloliquefaciens H

Basenpaare

Chitinbindungsdomine

Cirkulardichroismus

cluster of differentiation 4

extrazellulire Domine D1 des CD4

D1 mit C-terminalem Polyargininfusionspeptid

chimeres Protein, bestehend aus D1R8C und ES8C-PE38
column volume

Dalton

Desoxyribonuclease

Diplococcus pneumoniae

doppelstringige DNA

Derivat des Pseuomonas Exotoxin mit N-terminalen Peptid ESC
enanced chemiluminescence

Escherichia coli
Elektronenspray-Ionisationsmassenspektroskopie
antigenbindendes Fragment, bestehend aus der leichten Kette
sowie der variablen und ersten konstanten Domine der schweren
Kette eines Antikorpers

fotales Kidlberserum

antigenbindendes Fragment, bestehend aus den variablen
Dominen der schweren und leichten Kette

Glutathion, reduziert

Glutathion-S-Transferase

Glutathiondisulfid

Hepatitis-B-Virus

bhuman immunodeficiency virus

Toxinkonzentration, bei der 50 % der Zellen leben
halbmaximale Inhibitor Dosis

ionexchange chroamtography

Immobilisierte Metallionen-Affinititschromatographie
Isoelektrischer Punkt

Kilobasenpaare

Assoziationsgeschwindigkeit
Dissoziationsgeschwindigkeit

Dissoziationskonstante

Kilodalton

Luria Broth

Matrix-assisted laser desorption ionisation-Massenspektrometrie
molecular weight cut off

Nocardia corallina

Neisseria denitrificans

Neisseria mucosa heidelbergensis

optische Dichte
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PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphate Buffered Saline

PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)

Pfu Pyrococcus furiosus

PP Probenpuffer

scFv single chain, Fv-Antikorperfragment, bestehend aus der variablen
Domine der leichten und schweren Kette, die durch einen Peptid-
linker miteinander verbunden sind

siRNA small interfering RNA

Sma Serratia marcescens

VP1 Polyomavirus Hullprotein 1

wt Wildtyp

8.2 Erklirung englischer Fachtermini

acquired immunodeficiency syndrome erworbene Immunschwichekrankheit

annealing
B-turn
blunt end
budding

cluster of differentiation

column volume

enanced chemiluminescence
freeze-Medium

inclusion bodies

ionexchange chromatography
linker

molecular weight cut off
molten globule

Phosphate Buffered Saline
quenching

random coil
selfsplicing
small interfering RNA

tag

targeting
template

Hybridisierung komplementirer DNA-Fragmente
B-Haarnadelschleife

DNA-Ende ohne ungepaarte Basentuberhinge
Abschniirung reifer Viruspartikel von der
Wirtszelle

Marker der Zelloberfliche, zur Identifizierung
einer bestimmten Zellabstammungslinie oder
eines Entwicklungszustandes

Saulenvolumen

verstirkte Chemilumineszenz
Tiefkiihlmedium

in E. coli durch Uberexpression eines rekom-
binanten Gens gebildete unlosliche Proteine
Ionenaustauschchromatographie

kurze Sequenzabschnitte, welche N- bzw. C-
terminal an eine Proteinsequenz fusioniert
wurden und bestimmte Funktionen erfiillen
Durchlissigkeit von Dialysemembran
Faltungsintermediat

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung

l6schen, hier bezogen auf das Loschen der
Tryptophanfluoreszenz

zufillige Faltung

selbstschneidend

kurze doppelstringige RNA-Fragmente,

die sehr spezifisch mit Nukleotidsequenzen
in der mRNA interferieren

kurzes Sequenzfragment an den Enden von
Proteinen oder DNA

ortsspezifische Adressierung

DNA, die als Vorlage fir eine PCR dient
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8.3 Sequenzen der verwendeten Peptide

Tab. 8-1: Ubersicht {iber die verwendeten Peptide

Bezeichnung Sequenz (N- zu C-terminal)
HIV(gp120) Fragment (421 — 438) KQFINMWQEVGKAMYAPPI
HIV(gp120) Fragment (421 — 442) Cystein KQFINMWQEVGKAMYAPPISGQC

8.4 Proteinsequenzen der verwendeten linker

Tab. 8-2: Ubersicht {iber die Aminosiduresequenzen der verwendeten linker

Bezeichnung Sequenz (N- zu C-terminal)
linker VP1

234 ASPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQASPR

p21.5 ARRRDRGRSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRESQGGSGGSAS
linker CD4

R8C GSGCRRRRRRRRPA

8.5 Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide

8.5.1 Sequenzierprimer

Tab. 8-3: Ubersicht {iber die verwendeten Sequenzierprimer

Bezeichnung Sequenz (5' zu 3")
T7 forward CGAAATTAATACGACTCAC
T7 reverse GCTAGTTATTGCTCAGCGGTGG

Alle fur die Sequenzierung notwendigen Oligonukleotide wurden am 5'-Ende mit einem

Infrarot-Fluoreszenzfarbstoff (IRDS800) modifiziert.

8.5.2 linker-Sequenzen

Tab. 8-4: Ubersicht tiber die verwendeten Oligonukleotide zur Herstellung der linker

Bezeichnung Sequenz (5' zu 3")
linker VP1
p21.5 #1 GGAATTCCATATGGCGCGTCGTCGT
p21.5 #2 ACGAGGGCTACGACCACGATCACGACGACG
p21.5 #3 TAGCCCTCGTCGTCGTACCCCAAGCCCTC
p21.5 #4 GCGTGGGCTCTGGCTGCGACGACGACGAGGGCTTG
p21.5 #5 AGCCCACGCCGCCGTCGCAGCCAGTCTCGTGAA
p21.5 #6 CAGAACCACCCTGGCTTTCACGAGACTGGCT
p21.5 #7 GTGGTTCTGGGGGTAGCGCTAGCTAG
p21.5 #8 TTTTCCACTGCTCTAGCTAGC
linker CD4
R8C forward CATGCCATGGTTCAGGTTGCCGTCGCCGTCGTCGTCG

R8C reverse ATGGATCCCTATTACGCCGGACGACGACGACGACGAC
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8.5.3 Klonierungsprimer

Tab. 8-5: Ubersicht {iber die verwendeten Klonierungsprimer

Bezeichnung Sequenz (5' zu 3")

Klonierungsprimer VP1
VP1 5' Xbal CCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAG
VP1delNp21.5 5" Ndel GGGAATTCCATATGGCGCGTCGTCGTGATC
VP1delNp21.5 5' BamHI ATAGGATCCGCGCGTCGTCGTGATCGTGGT
VP1 3' BamHI GCGGGATCCCTATCAGTTACCAGGAAATAC
VP1 3' EcoRI CCGGGATTCTTATCAGTTACCAGGAAATAC
VP1 3' Xhol CCGCTCGAGTTATCAGTTACCAGGAAA
p21.5 3 CTAGCTAGCGCTACCCCCAGAACCACCC
mutVP1 S114C forward GAGGACCTCACGTGTGACACCCTAC
mutVP1 C248T GACGGGTGGGGTGGTCGTGCCTCCAGTGTA
mutVP1 S273C ACCTTCTCCTTTGCAGAGGGGCCCAACTCC
mutVP1 S282C CATTATATCTACGCACGAGAGGTATAGACC

mutVP1 Nbel Posl4 forward AAAAGCGAGACAGCTAGCACAAAGGCT
mutVP1 Nbel Posl4 reverse AGCCTTTGTGCTAGCTGTCTCGCTTTT
Klonierungsprimer CD4

D1 5' Ndel GGAAGATCATATGCAGGGAAAGAAAGTGGTGCTG
D1 3' BamHI CGCGGATCCCTATTAAGACACTAGCAATTGC

D1 3' Ncol F-§100 CATACCATGGGACACTAGCAATTGCACCTC

D1R8C 3' EcoRI CATGAATTCCTATTACGCCGGACGAC

8.6 Ubersicht iiber die Expressionskonstrukte

Tab. 8-6: Ubersicht tiber die hergestellten Expressionsplasmide

Bezeichnung Plasmid Schnittstellen 5'/3'
VP1-Konstrukte
VP1(3C)-wt pET21a-VP1(3C)-wt Ndel/EcoRl
VP1(3C)-234 pET21a-VP1(3C)-234-Intein Ndel/Smal
VP1(3C)-delNp21.5 pET21a-VP1(3C)-delNp21.5-Intein Ndel/Smal
pET21a-VP1(3C)-delNp21.5 Ndel/EcoRI
pET15b-VP1(3C)-delNp21.5 Ndel/BamHI
pGEX-2T-VP1(3C)-delNp21.5 Ndel/BamH]I
VP1(deIlNp21.5)-wt pGEX-6P-VP1(wt)-deINp21.5 BamHI/Xhol
pGEX-2T-VP1(wt)-delNp21.5 Ndel/BamHI

CD4-Konstrukte
D1 pET15b-D1 Ndel/BamHI
D1R8C pET15b-D1R8C Ndel/BamHI
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8.7 Ubersicht iiber die Proteinkonstrukte

8.7.1 Hergestellte CD4-Konstrukte

Tab. 8-7: Ubersicht {iber die biophysikalischen Daten der verwendeten CD4-Konstrukte

Variante Molekularmasse [Dal] €50 IM1 X cm1]
D1 11 308,1 12 615
DI1RSC 13 579,9 12 615

Die biophysikalischen Daten der hergestellten CD4-Varianten sind in der Tabelle 8-7
aufgelistet. Die Abbildung 8-1 gibt eine schematische Ubersicht tiber die hergestellten
CD4-Konstrukte und die durchgefithrten Experimente.

B Expressions- , Reinigungsoptimierung, Charakterisierung, Analyse in Zellkultur

Abb. 8-1: Ubersicht (iber die hergestellten CD4-Konstrukte

8.7.2 Hergestellte VP1-Konstrukte

VP1CallS

v

VP1(3C)delN-p21.5

\/
VP1(wt)delN-p21.5

1 Ausgangskonstrukt
Expressions- und Reinigungsoptimierung
I Expressions- , Reinigungsoptimierung, Charakterisierung

Abb. 8-2: Ubersicht tiber die hergestellten VP1-Konstrukte
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Die biophysikalischen Daten der hergestellten VP1-Varianten sind in der Tabelle 8-8 auf-
gelistet. Die Abbildung 8-2 gibt eine schematische Ubersicht {iber die hergestellten VP1-
Konstrukte und die durchgefiihrten Experimente.

Tab. 8-8: Ubersicht tiber die biophysikalischen Daten der verwendeten VP1-Konstrukte

Variante Molekularmasse [Dal €,50 IMT X cm-]
VP1(CallS)-delIN- 40 494,0 56 470
VP1-3C 42 295,1 56 470
VP1(3C)-234 43 383,2 56 470
VP1(3C)-delNp21.5 45811,8 56 470

VP1(wt)-deINp21.5 45 841,9 56 470
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