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Zusammenfassung

Das Kapsid des altesten bekannten humanpathogereriretérs innerhalb der
Parvoviridag Parvovirus B19, besteht aus zwei Strukturproteid®1 und VP2. Das
VP2-Protein stellt im viralen Partikel einen Antgibn 95 %. Es spielt eine wichtige
Rolle bei der T-Zell-Antwort und VP2-spezifischerkormationelle Epitope induzieren
eine lang anhaltende Immunantwort. Rekombinant dstefite VP2-Kapside im
Baculovirus-Expressionssystem sind fir viele Testsm Nachweis von Parvovirus-

B19-spezifischen Antikdrpern ein wichtiges Antigen.

Ziel vorliegender Arbeit war es, ein alternativegpEessionssystem zu etablieren, das
VP2- und VP1/VP2-Mischkapside in hoher Qualitdt vkusbeute produzieren kann.
Der Grund fur die Etablierung eines alternativerpfessionssystems sind die hohen
Kosten und die umstandliche Handhabung die dasl®aoussystem auszeichnen. Die
rekombinant produzierten Virus-ahnlichen Partikebllten molekularbiologisch,
histologisch sowie immunologisch charakterisiertdumit Kapsiden aus dem

Baculovirus-Expressionssystem verglichen werden.

Als eukaryontische Expressionssysteme standen diekdBhefe, Saccharomyces
cerevisiae DrosophilaSchneider-2-Zellen sowie die trypanosomenartigeishmania-
tarentolaeZellen zur Verfigung. Einzig in der Backerhefe wes moglich, VP2-
Kapside zu produzieren. Als néchstes wurde die idapsthese optimiert. Dabei
wurden verschiedene Anzuchtsbedingungen, Nahrmedisammensetzungen und
Hefestamme getestet. Der Protease-defizierBaccharomyceStamm HT393
produzierte im Vergleich zu dem kommerziell erhéifttn StammINVSc2 deutlich
mehr VP2-Protein und zeigte weniger Proteindegradat Desweiteren wurden
Methoden zur Reinigung der rekombinanten VP2-Kapsidtwickelt und anschlieRend

optimiert.

Der Aufschluss der Béackerhefe gelang tUber Hochdrdek tUber 95 % der Zellen

zerstorte. Die  Aufreinigung der VP2-Kapside wurde beti mehrere



Zusammenfassung

Ultrazentrifugationsschritte erreicht. Gewahlt weireine Kombination aus Differential-
und isopyknischer Zentrifugation. Diese beiden &déntrifugationstechniken lieferten

den besten Kompromiss aus Ausbeute und Reinheit.

Im Elektronenmikroskop konnten keine Unterschiedesehen Partikeln aus der
Backerhefe, Baculovirus infizierten Insektenzelleder nativen Viren festgestellt
werden. Ahnlich waren auch die Ergebnisse aus eetgnden ELISA-Tests und dem
T-Zell-Proliferationsassay. Demnach haben in Baudfer produzierte VP2-Kapside
dieselbe Antigenizitdt und Immunogenitat wie Paltikaus dem Baculovirus-

Expressionssystem.

Schlielich wurde Uberprift, ob mittels eines doald/ektorsystems beide
Strukturproteine VP1 und VP2 Baccharomyces cerevisipeoduziert werden kénnen.
Die Ergebnisse zeigten eine Co-Synthese des VP#- \WiR2-Proteins in selben
Mengenverhaltnissen. Zur Generierung von Mischkbgrsimul3 allerdings die Menge
an VP1-Protein auf maximal 40 % der Gesamtmeng&taukturprotein beschrankt

werden.
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1 Einleitung

Parvovirus B19 wurde 1974 per Zufall bei der Evalung von Testen zum Nachweis
des Hepatitis B Oberflachenantigen entdeckt (Cossaal., 1975). Aufgrund seiner
Erscheinungsform im Elektronenmikroskop wurde dasud/ in die Familie der
Parvoviren eingeordnet. Die Analyse extrahierterADalis Virionen zeigte eine 5,5 kb
lange, einzelstrdngige DNA (Summetsal, 1983). Dies war ein weiteres Indiz, dass es
sich bei dem neu entdeckten Virus um einen Vertrelery Familie ,Parvovirus®
handelte. Erste Hinweise auf die pathogenen Ei¢afien des Erregers ergaben sich
1980, als im Blut zweier Patienten mit einer figen Erkrankung Parvovirus B19
nachgewiesen wurde (Shneersgnal, 1980). Spater wurde das Virus mit transienter
aplastischer Krise (Pattisat al, 1981) und schlief3lich mit seiner charakterist&sch
Auspragung, denErythema infectiosumn Verbindung gebracht (Anderscet al,
1983).

1.1 Taxonomie

Parvoviren gehoren neben den Circoviren zu demsien DNA-Viren (parvum (lat.) =
klein). Die Familie derParvoviridae unterteilt sich in zwei Unterfamilien, die der
Densovirinaeund derParvovirinae Letztere setzt sich aus drei Gattungen zusammen
(sieche Tabelle 2). Dependoviren, zu denen alle meémaund tierischen Adeno-
assoziierten Viren (AAV) gehdoren, replizieren n@i kiner Co-Infektion mit Adeno-
oder Herpesviren. AVV konnte bis jetzt mit keinearkn Krankheitsbild assoziiert
werden. Zum Genus Parvovirus zahlen lediglich #frpgene Erreger wie das minute
virus of mice (MVM) oder das feline Panleukopeniasi (FPV). Als humanpathogen
erwiesen sich die neu entdeckten Viren PARV4 unoh® das Bocavirus (Fryer et al.,
2006; Allander et al., 2005). Der am langsten bat@mumanpathogene Vertreter der
Parvoviren, Parvovirus B19, befallt erythroide \Amflerzellen und wurde deshalb vom

internationalen Komitee fur Virus-Taxonomie der eeuGattung ,Erythrovirus*

12



Einleitung

zugeordnet (Buchen-Osmond, 2003). Unter diese nfallach die beiden kurzlich
entdeckten B19-Genotypen 2 und 3 (V9), die erskein letzten Jahren entdeckt wurden
und sich in der Nukleotidsequenz um 11 % (GenotypZv. 12 % (V9) von dem

ursprunglichen B19-Genotyp 1 unterscheiden (Hokyetaal., 2002; Nguyen et al.,
1998).

Tabelle 1: Unterteilung der Familie der Parvovirieldaus Modrow und Falke, 2003)

Unterfamilie Genus Mensch Tier

Parvovirinae Parvovirus PARV4/5 Minute Virus of Mice (MVM),
felines Panleukopenievirus
Schweineparvovirus

canines Parvovirus

Erythrovirus Parvovirus B19 Parvovirus der Rhesusaffen
Parvovirus der Schweinsaffen

Parvovirus des

Streifenhdrnchens
Bocavirus Humanes Bocavirus
Dependovirus  Adenoassoziierte bovines AAV
Viren (AAV 2, 3 ,5) AAV-1, 4 (Affen)
Densovirinae Densovirus Culex-pipiens-Densovirus
Iteravirus Bombyx-mori-Densovirus
Brevidensovirus Aedes-aegypti-Densovirus
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1.2 Morphologie

Parvovirus B19 ist ein einfach aufgebautes Virussda ikosaedrisch geformtes Kapsid
aus 60 Kapsomeren besteht, die sich aus zwei Reotei VP1 und VP2,
zusammensetzen (siehe Abbildung 1) (Cossart etl@l5; Agbandje et al., 1994).
Letzteres stellt 96 % der Proteine im Kapsid, dd31¥Protein zeigt sich fur die
restlichen 4 % verantwortlich (Ozawa and Young, 7)98nfektiése virale Partikel
haben eine Masse von 5500 kD und eine SchwimmdiohtésCl-Gradienten von 1,31
g/cnt (Cotmore and Tattersall, 1984). Die 5,6 kb lang®BIA kann sowohl in Plus-
als auch in Minus-Strang-Orientierung im Partikefpackt werden (Young, 1995). Die
geringe GrofRe der DNA und das Fehlen einer Lipiéhilachen das Virus extrem
resistent gegeniber Umwelteinflissen. Bei 56°CGlast Virus eine Stunde stabil und
lipophile Losungsmittel haben keinen Effekt (Schevatral, 1992b). Zur Inaktivierung
eignen sichy- und UVC-Strahlung (Pruss et al., 2002; Cailletrdfzet et al., 2004).
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Abbildung 1: Rontgenkristallographische AufnahnmmeesiParvovirus B19-Kapsids (Kaufmann et al.,
2005)

1.3 Genomstruktur — und Organisation

Das Genom von Parvovirus B19 hat eine Lange vonkb,64,8 kb stellen den
kodierenden Bereich dar. An den 5’- und 3’-Endea @enoms befinden sich jeweils
383 bp lange ITR-Elementenyerted terminal repeals deren Palindromsequenzen
einen partiell doppelstréangigen Bereich ausbildder, als Primer fur die Replikation
dient (Deisset al, 1990). Das Genom hat zwei grof3e offene Leserahmewon der
linke (3’-Ende beim Negativstrang) fur das Nichikturprotein NS1, der rechte fur die
beiden Strukturproteine VP1 und VP2 kodiert (Ozatal., 1987). Auf dem linken
Rand des Genoms befindet sich der p6-Promotor,fittedie Synthese von neun
Uberlappenden mMRNA-Spezies verantwortlich ist (and Astell, 1993; Ozawa et al.,
1987) (siehe Abbildung 2). Andere Parvoviren, wi8.zdas minute virus of mice
(MVM) haben einen zweiten Promotor innerhalb deadbes, der fir die mengenmalig
hohere Synthese der Kapsid-Proteine verantwortthDie erhdhte Produktion der
beiden Struktur-Proteine VP1 und VP2 wird im Veighe zum NS1-Protein bei
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Parvovirus B19 nicht durch die Starke des Promobastimmt, sondern durch post-

transkriptionelle Ereignisse. So terminieren dreanBkripte (kodierend fiir das NS1-

und 7,5 kD-Protein sowie einem Konstrukt unbekanifenktion) in der Mitte des

Genoms,

weisen ein ungewodhnliches Polyadenyliesiggal (ATTAAA und

AATAAC) auf oder werden alternativ gespleif3t (Ozagtaal., 1987; Liu et al., 1992).
Letzteres ist vermutlich auch fur den Zelltropisnales Virus verantwortlich (Brunstein
et al., 2000; Leruez et al., 1994).

3
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Abbildung 2: Genomorganisation, Transkription uf@nslation bei Parvovirus B19. Oben abgebildet

ist das Gesamtgenom mit den ITR-Sequenzen, darsingkrdie 9 verschiedenen RNA-
Transkripte dargestellt. Die grauen Balken zeigeea deile der Transkripte, die fur

Strukturproteine kodieren, die roten Balken diehtBtrukturproteine. Die dicken Linien

zeigen Exons, die dinnen Introns und die gezaékradenylierungsregionen.
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1.4 Proteinprodukte

Nichtstrukturproteine

Das NS1-Protein wird von einer ungespleif3ten mRN#dlatiert (siehe Abbildung 2),
ist phosphoryliert und hat ein Molekulargewicht véi@ kD (Cotmore et al., 1986;
Ozawa et al., 1987; Shade et al., 1986; Ozawa anthg, 1987). Es wird, wie alle
Nichtstrukturproteine auch anderer Parvoviren, fnghrend der Infektion synthetisiert
und hat eine Reihe von Funktionen, die im Detaitmmicht alle aufgeklart sind.
Ruckschlisse tUber andere Parvoviren lassen eine-BiNdefunktion, eine ATPase
und Endonuklease-Aktivitat vermuten (Christenseralet 1995a; Christensen et al.,
1997; Christensen et al., 1997; Christensen e1@05b; Cotmore et al., 1995; Doerig et
al., 1990; Wilson et al., 1991; Raab et al., 20@23s NS1-Protein transaktiviert im
Zusammenspiel mit den zellularen Transkriptionsfedtt Spl und Sp3 den p6-
Promotor (Raab et al., 2001). Darlber hinaus kodietélelikase-Aktivitat des Proteins
demonstriert werden (Raab et al., 2002). Das Rrddnn die Zelle in der G1-Phase der
Mitose durch die Transaktivierung des Gens fur bmibitor der Zyklin-abhangigen
Kinase p21/WAF1 arretieren (Nakashimiaal, 2004). Dies kbnnte eine Voraussetzung
fur die Apoptose sein, die das NS1-Protein durcherei Kaspase 3- induzierten
Signalweg vermittelt (Moffattet al, 1998). Neben dem NS1-Protein werden in
humanen Knochenmarkszellen mindestens zwei weiNightstrukturproteine mit
Molekulargewichten von 11 kD (St.-Amand and Ast&B93) bzw. 7,5 kD synthetisiert
(Luo and Astell, 1993). Uber die Funktion diesestBine ist bisher nichts bekannt.

Strukturproteine

Die beiden Strukturproteine VP1 und VP2 werden wveimem Uberlappenden
Leserahmen kodiert (Cotmore et al., 1986; Ozawa.etl987). Der Leserahmen VP1
wird im Bereich der Nukleotide 2444 bis 4786 kotiend resultiert in der Synthese
eines Proteins mit einem Molekulargewicht von 84 kidhrend das VP2-Protein mit
einem Molekulargewicht von 58 kD von den Nukleotid&l25 bis 4786 kodiert wird
(Ozawa and Young, 1987). Beide Proteine sind imbaartterminalen Bereich

sequenzgleich, das VP1-Protein ist am N-Terminus22h Aminosauren, der VP1-
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unique region verlangert. Beide Strukturproteine kdnnen rekarabt in Bakterien,
Saugetier— und Insektenzellen synthetisiert werderei sich Virus-dhnliche Partikel
(VLPs) aus VP2-Proteinen nur in den beiden letzgeten bilden (Kajigaya et al.,
1989; Kajigaya et al., 1989; Kajigaya et al., 199f) Gegensatz zu nativen Viren, die
in den Kapsiden nur einen geringen Anteil an VPatéinen inkorporiert haben (~ 5
%), kann der Anteil des VP1-Proteins im rekombieanKapsid auf 41 % gesteigert
werden (Bansal et al., 1993). VLPs sind bezuglickr Antigenizitat, Morphologie und
immunologischen Verhaltens nativen Viren ahnlicho¢K, 1995; Kajigaya et al.,
1991).Verantwortlich fur die Kapsidbildung ist eiRegion im N-terminalen Bereich
(AS 25-30) des VP2-Proteins, bei deren Deletion .bzMutation Kkeine
Kapsidassemblierung mehr moglich ist (Kawateal, 1995). VP1-Proteine alleine
kénnen im Gegensatz zu VP2-Proteinen keine Kapsidsten ausbilden (Bansal et
al., 1993).

1.5 Pathogenese, Wirtszelltropismus und Immunantwort

Die Hauptibertragung von Parvovirus B19 verlauferileine Tropfcheninfektion.
Allerdings kann das Virus auch tber Bluttransfusiooder kontaminierte Blutprodukte
Ubertragen werden (Blumel et al., 2002; Hayakawal.e2002; Prowse et al., 1997). So
ist etwa eine von 1000 Blutspenden mit viraler DN#At Titern von 18 bis 10
Genomaquivalenten belastet (Yoto et al., 1995; Beoet al., 1997; Jordan et al., 1998;
Aubin et al., 2000). Durch die Gabe kontaminierBlutprodukte wurden sowohl
asymptomatische als auch symptomatische B19-Imfe&ti beobachtet (Erdman et al.,
1997; Heegaard and Laub, 2000; Blumel et al.,, 2083dyakawa et al., 2002).
Parvovirus B19 repliziert in Vorlauferzellen deryffrozyten und des Knochenmarks.
Dieser ausgepragte Tropismus lasst sich zum Teirchdudie zellulare
Ungleichverteilung des Glykolipids Globosid (P-Aygn), dem Rezeptor von B19,
erklaren, der zuerst als zellularer Interaktionspar fur die Bindung des Virus
identifiziert wurde (Brownet al, 1993). Das P-Antigen kommt jedoch auch auf
Thrombozyten, in Gewebe von Herz, Lunge und Lebmvies auf Endothel- und
Synovialzellen vor (Rougegt al, 1987). Fehlt einer Person aufgrund einer Mutation
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das P-Antigen (Wahrscheinlichkeit 1:200.000), istsd resistent gegenuber Parvovirus
B19 Infektionen (Browret al, 1994). Einen Hinweis auf einen fur die Infektiodtigen
Co-Rezeptor gibt die Tatsache, dass die Menge AntiBen auf der Zelloberflache
nicht mit der Effizienz der Virusadsorption koregli werden kann (Weigel-Kelley et
al., 2001; Kaufmann et al., 2005). Einige Zelllmigdnnen trotz vorhandenem Globosid
und erfolgreicher Adsorption von Parvovirus B19 hticinfiziert werden.
Moglicherweise sind bestimmte Integrine wi®Bl fur die erfolgreiche Infektion
notwendig (Weigel-Kellewt al, 2003). Das IntegrinVp5 fungiert als Co-Rezeptor bei
AAV2-Infektionen (Summerford et al., 1999). Darib@naus spielen die Integrine
aVB3 undaVp5 eine wichtige Rolle bei der Internalisierung Vaskenoviren (Wickham
et al.,, 1993). Als moglicher Co-Rezeptor fur dasnhone Parvovirus B19 wurde das
Autoantigen Ku80 identifiziert (Munakata et al.,0%). Wurde die Synthese von Ku80
in der permissiven Zelllinie KU812Ep6 durch siRNA&bidockt, verhinderte dies die

Bindung von Parvovirus B19 an die Zelloberflache.

In Zellkultur lasst sich das Virus nur schlechtmaehren. In Kulturen von erythroiden
Vorlauferzellen des menschlichen Knochenmarks (@zetval, 1986), der fttalen
Leber (Brown et al., 1991b), Apheresezellen (Hematal., 1999) oder des peripheren
Blutes (Schwarzt al, 1992a) repliziert das Virus nur unter Zugabe f#oythropoetin
(EPO). Da die Zahl der permissiven Zellen wahreed Kultivierung durch deren
Ausdifferenzierung abnimmt, sind diese Systemd_fiirgzeitkulturen ungeeignet. Dies
gilt auch fur die wenigen spezialisierten Zelllimigvie MB02 (Moreyet al, 1992),
KU812Ep6 (Miyagawa et al., 1999) oder UT-7/Epo (Btimuraet al, 1992).

Sechs Stunden nach Infektion mit Parvovirus B19nkenn der Zelllinie UT-7 NS1-

spezifische RNA nachgewiesen werden, wahrend RN@ fier die Strukturproteine

VP1 und VP2 kodiert, erst nach 24 Stunden detdddrewar. Replikative Formen des
Genoms waren 16 Stunden nach Infektion nachweiéBaimomura et al., 1993).
Wurde die Proteinsynthese des NS1-Proteins infjbsgrhinderte dies auch die
Transkription der Strukturproteine, ein Hinweis alié Rolle des NS1-Proteins als
Transkriptionsfaktor (Shimomura et al., 1993). Ubar Virusmorphogenese ist wenig

bekannt. Man weil3 nicht ob das Genom in die femtigapside eingeschleust wird, oder
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sich die Strukturproteine um eine kondensierte Fales Genoms anlagern. Neu
synthetisierte Kapside sind als Einschlusskorperadunachst im Zellkern, spater auch
im Zytoplasma und in Ausstilpungen der Zellmembraber die sie spater auch
ausgeschleust werden, nachweisbar. Die meisterondn werden jedoch durch

Apoptose der Wirtszelle freigesetzt.

Die infizierten Patienten bilden sowohl Immunglabel des Typs M (IgM) als auch
Immunglobuline des Typs G (IgG) (Saarinen al, 1986). IgM werden dabei
hauptsachlich gegen lineare und konformationellgéolgp des VP2-Proteins, IgG gegen
beide Kapsidproteine (VP1 und VP2) gebildet. Ein@c¥e nach Inokulation des
Erregers setzen erste Symptome wie Fieber und Nadcdimerzen ein. Eine zweite
Phase, die von Gelenkschmerzen und Ausschlag betgleird, beginnt etwa 12-14
Tage nach Infektion. Einige Tage nach dem Gipfel\deamie, der etwa 6 Tage nach
Infektion erreicht wird, kbnnen spezifische IgM-Mdirper detektiert werden, die etwa
drei Monate im Blut zirkulieren (siehe Abbildung (®nderson et al., 1986). Erste IgGs
sind zwei Wochen nach Infektion nachweisbar, peesen ein Leben lang und
vermitteln Immunitat vor Sekundarinfektionen. Imr@a von Patienten mit lang
zurtuckliegenden Infektionen findet man Antikérpe&ggn die VPLnique regionund
gegen Konformationsepitope des VP2-Proteins, wdahrbei frisch abgelaufenen
Infektionen auch solche gegen lineare Epitope dER-Nroteins nachweisbar sind
(Soderlund et al., 1995b; Kaikkonen et al., 1998rrket al., 1999). Immunglobuline
werden gegen beide VP-Proteine und bei persistiererinfektionen auch gegen das
NS1-Protein gebildet (von-Poblotzki et al., 199%®nwoblotzki et al., 1996). VP2-
Kapside alleine bewirken nur die Produktion schwaehutralisierender Antikorper.
Vermutlich ist die VPlunique regionflr die Auspragung einer neutralisierenden

Immunantwort notwendig (Rosenfeddl al, 1994).
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Abbildung 3: Viramie und immunologischer Verlau€hainer Parvovirus B19-Infektion

Wahrend das VP1-Protein eine entscheidende Roldeinhumoralen Immunantwort
spielt, ist das VP2-Protein der bestimmende Fak&rder zellularen Immunantwort
Uber die Prasentation von Peptidfragmenten durchCNHRezeptoren (Franssila and
Hedman, 2004; Franssila et al., 2001). Bei T-ZetlhRerationsversuchen konnte
gezeigt werden, dass nach Stimulation von CD4-pesit T-Helferzellen mit VP2-
Kapsiden Interferony-und Interleukin-10 gebildet wurden. Dabei war Atwort auf
VP1/VP2-Mischkapside etwas geringer als auf VP2d{@s was darauf hindeutet dass
der unique-regionAnteil des VP1-Proteins bei T-Zellen nicht zur Silation beitragt
(Franssila and Hedman, 2004; Franssila et al., 20Bé&i der Stimulierung von T-
Lymphozyten von Patienten mit akuten, kurzlich dégkenen oder persistierenden
Infektionen mit der VPLmique-regionwar jedoch auch eine InterfergnAntwort
messbar. Vermutlich ist die Synthese von VP1-Pnoteitwendig, damit VP imique-
region spezifische CD4-positive T-Zellen in infiziertendividuen erhalten bleiben
(Lindner et al., 2005).

1.6 Diagnostik und Therapie

Akute B19-Infektionen werden Uber den Nachweis #iseher IgM-Antikorper
detektiert. Diese richten sich gegen konformatienelEpitope der beiden
Strukturproteine VP1 und VP2 und lineare Epitope ¥@1-Proteins (Palmer et al.,
1996; Manaresi et al., 2001). Der einzige dafir den FDA zugelassene Test ist ein
CaptureELISA, bei dem VP2-Kapside als Antigen einges&tetden. Dieser hat eine
Sensitivitat von 89 % und eine Spezifitat von iB8r% (Doyle et al., 2000). Neben
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dem indirekten Nachweis einer B19-Infektion kanneeakute Infektion auch mittels
PCR festgestellt werden, die erganzend eingesadtzt (8kjoldebrand-Sparre et al.,
2000; Manaresi et al., 2002). Wahrend der akuteas®Mefinden sich im Blut bis zu
10** Genomaquivalente/ml (Prowse, 1994). Virale DNAiistBlut mindestens einen
Monat nach der Infektion nachweisbar (Erdman et1#891), in einigen Fallen aber
deutlich langer (Cassinotti et al., 1993; Kerr let 995; Musiani et al., 1995a). Daher
ist die PCR nicht automatisch ein Indikator flresmkute oder kirzlich abgelaufene
Erkrankung. Eine weitere Moglichkeit zur Diagnodautar B19-Infektionen ist ein
Antigen-Capture ELISA, bei dem virale Kapside dirék einem Sandwich-Aufbau
durch spezifische Antikdrper detektiert werdenhsid.3.3.). Kirzlich zurtickliegende
Infektionen sind charakterisiert durch das gleidge Auftreten von IgM und IgG
sowie sinkenden Spiegeln an viraler DNA im Blut.diesem Fall kdnnen Antikdrper
beider Subklassen gegen sowdhieare als auch konformationelle Epitope der
Strukturproteine nachgewiesen werden. Abgelauferiektionen werden tber B19-
spezifische IgG-Antikorper diagnostiziert. WahretgiG-Antikbrper gegen lineare
Epitope der beiden Strukturproteine mit der Zeitsebwinden, persistieren solche
gegen Konformationsepitope sehr lange (Soderlundl.et1995b; Kaikkonen et al.,
2001; Kerr et al., 1999; Manaresi et al., 2001). dB& Diagnostik von sowohl akuten
als auch abgelaufenen Infektionen werden SerumePrommit rekombinanten, in
eukaryontischen Systemen hergestellten VLPs ausRfB@inen auf B19-spezifische
Antikdrper getestet (Wakamatsu et al.,, 1999; Amgeret al., 1986). InE. coli
produziertes VP2-Protein ist fir den Immunglobudiciweis nicht geeignet, da es als
denaturiertes Einzelprotein vorliegt und somit kelkonformationsepitope ausbilden
kann, was zu falsch negativen Ergebnissen fluhmdé&ihp 2000). Deswegen werden
VP2-Kapside als Antigen eingesetzt, da ein vanides Anteil der gebildeten
Antikdrper gegen Konformationsepitope, die bei Birmhonomeren nicht ausgebildet
werden, gerichtet ist (Soderlund et al., 1995b). &lissagefahige Tests werden durch
das Baculovirussystem produzierte VLPs verwendedwWB et al., 1991a). Dieses hat
den Vorteil, dass sich vollstandige Partikel bildehie von konformationsepitop-
spezifischen Antikorpern erkannt werden. Persistide Infektionen werden oft nur

Uber einen direkten Virusnachweis diagnostizied, spezifische IgM- und IgG-
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Antikorper fehlen konnen (Kurtzman et al., 1989h¢lkhofen et al., 1990). Dabei wird
Virus-DNA mittels PCR oder Dot-Blot-Hybridisierungachgewiesen (Anderson et al.,
1985b; Cassinotti et al., 1993). Die DNA-Hybridrsieg hat den Vorteil auch die
beiden neuen Genotypen 2 und 3 zu detektieren, lkaer nur mehr als 10
Genomaquivalente/ml nachweisen. Damit ist diesehiii&cin vielen Fallen nicht
sensitiv genug (Nguyert al, 2002). Die PCR ist sehr sensitiv, hat aber einige
Nachteile, nicht nur fur die Diagnostik persistiader Infektionen. So werden die neuen
Genotypen 2 und 3 von den herkdbmmlichen Primerhtreckannt und generieren so
falsch-negative Resultate (Heegaard et al., 20@tyadt et al., 2002; Liefeldt et al.,
2005b). Problematisch ist auch die Anfalligkeit aldntaminationen (Jordan et al.,
1998; Lefrere et al., 1994; Patou et al., 1993).

Da die Krankheit meist mild verlauft ist keine Tapie notwendig. Bei schweren durch
B19 ausgelosten Anamien behandelt man die Patieetweder mit einer
Erythrozytentransfusion (Harris, 1992) oder Immuabglinen (0,4 bis 1g/kg
Korpergewicht), die die Viruslast signifikant senkend so fur eine Erholung der
Retikulozytenzahl sorgen (Frickhofen et al., 199f¢khofen et al., 1994; Koduri et al.,
1999; Kurtzman et al., 1989a). Ein Vakzin gegenv®arus B19 ist nicht verflugbar.
Ein mdoglicher Kandidat aus VP1/VP2-Mischkapsidenrdeu aber bereits klinisch
evaluiert und als wirksam befunden. Alle Probandentwickelten Virus-
neutralisierende Antikorper, die fir mindestenshseblonate persistierten (Ballcat
al., 2003).

1.7 Krankheitshilder

Nach einer Studie verlauft die Infektion bei 25 %r dBetroffenen asymptomatisch
(Woolf et al., 1989). Die Hauptmanifestation vonnkairus B19 ist Erythema
infectiosum auch unter Ringelrételn oder ,fifth disease” bakia (Anderson et al.,
1985a). Symptome sind hierbei Fieber, Kopfschmerzamd Ubelkeit. Die
charakteristische Auspragung ist eine HautrétungSesicht, die etwa 13 Tage nach
Infektion auftritt. Ein bis vier Tage spater trtin Ausschlag auch auf dem Rumpf und
den Gliedmallen (,Ringeln*) auf. Seit 1985 werden thfopathien
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(Gelenkbeschwerden) mit B19-Infektionen in Verbingwebracht (Reid et al., 1985;
White et al., 1985). Etwa 10 % der Kinder raitythema infectiosurhaben im Verlauf
der Erkrankung Gelenkschmerzen und bei 19 % derdd€indie eine Arthritis
entwickelt haben, wurden Anzeichen einer kirzlichgedaufenen B19-Infektion
gefunden (Nocton et al., 1993; Lehmann et al., 20083Erwachsenen sind Arthritiden
und Arthralgien die Hauptmanifestationen (60 % Beauen und 30 % der Manner)
einer B19-Infektion (Anderson et al., 1985a; Josep@86; Woolf et al., 1989).
Myokarditiden wurden bei einigen Kindern diagnastiz in deren Herzgewebe B19-
DNA nachgewiesen werden konnte (Munro et al., 20D8ttmeyer et al., 2003).
Erwachsene sind ebenfalls, wenn auch vermutliclyaringerem Umfang, betroffen
(Chia and Jackson, 1996; Jonetzko et al.,, 2005). @& Untersuchung von
endomyokardialen Biopsien wurde in 19 % der PrafbenPatientengruppe mit akuter
Myokarditis B19-DNA gefunden. Dies lasst darauflsfhen, dass Parvovirus B19 ein
potentielles kardiotropes Pathogen in allen Alterpgen ist (Pankuwegt al, 2004).
Wahrend eine B19-Infektion immer mit einer Anamiehergeht, treten transiente
aplastischeKrisen meist bei Personen mit verringerter Retikytenbildungsrate oder
akzeleriertem Blutzellabbau auf. Dies ist z.B. WHeersonen mit Thalassamie,
Spharozytose oder Sichelzellandmie der Fall (Be&dral., 1997; Serjeant et al., 1981).
Werden in betroffenen Patienten 10 bis 15 TageekEirythrozyten gebildet, kommt es
aufgrund der verklrzten Lebensdauer der roten Blletz zu einem starken Abfall der
Hamoglobinkonzentration im Blut. Die Symptome wigameine Schwache und
Lethargie verschwinden mit dem Auftreten spezifisch Antikérper. In
immundefizienten Patienten kann Parvovirus B19 rebedrohliche Symptome
auslosen. Erythroblastopenien treffen Personenkelige neutralisierenden Antikdrper
gegen das Virus bilden kénnen (Brown and Youngg6l99arunter fallen Patienten mit
chronischer myeloider Leukamie, Burkitt's Lymphordeo Transplantationspatienten
allgemein (Liefeldt et al., 2005a; Plentz et a02). Diese entwickeln eine chronische
Anamie, haben Phasen wiederholter Viramie und gg@niinzeichen einer Erkrankung.
Ihnen kann nur mit Gabe von Immunglobulinen (Kodati al., 1999) oder dem
temporaren Absetzen der Immunsuppressiva geholfeardem. Dramatische

Auswirkungen kann eine B19-Infektion wahrend dehv&angerschaft haben. Dabei

24



Einleitung

kann es zu fotaleAnamie, Hydrops fetalisoder spontanembort kommen (Brown et
al., 1984; Kinney et al., 1988; Heegaard and Heths|1995). Etwa 30-40 % aller
Frauen im gebarfahigen Alter sind seronegativ uwothis suszeptibel fir B19-
Infektionen. Zahlen des Public Health Laboratoryvi®e in Grof3britannien belegen
eine vertikale Transmissionsrate von 33 % (Pubkalth Laboratory Service Working
Party on Fifth Disease, 1990), andere Studien hdtiere Zahlen (Yaegashi, 2000). Es
wird geschatzt, dass etwa 3000 Schwangerschaftedahr in Europa aufgrund B19-
verbundener Komplikationen mit dem Tod des Foétudean(Corcoran and Doyle,
2004), der 4-18 Wochen nach der Infektion einttédrick, 1996). Betroffen sind vor
allem die Féalle, bei denen Schwangere vor der 2bwangerschaftswoche infiziert
werden (Miller et al., 1998; Enders et al., 200@8ghauft treten die Todesfélle im
zweiten Trimenon der Schwangerschaft auf (Yaegeshi., 1999; Enders and Biber,
1990), da das fotale Immunsytem zu diesem Zeitpnokh nicht ausgereift ist und die
Lebensdauer der fotalen roten Blutzellen reduzistt (Rodis et al, 1988). Die
Erythropoese wird gehemmt und es kommt zur Aushideiner Erythrozytopenie, die
eine schwere Andmie nach sich zieht. Diese istief®lth fir denHydrops fetalis
verantwortlich. Nach einer japanischen Studie diado allerHydrops-fetalisFalle auf
intrauterine Parvovirus-B19-Infektionen zurtickzukin (Yaegashi et al., 1999). Das
durchschnittliche Risiko eines Hydrops bei einentak Infektion der Mutter liegt bei
etwa 4 % (Enders et al., 2004).

1.8 Produktion partikularer Proteinkomplexe tber gentechnische
Methoden

1.8.1 Protein-Synthese inEscherichia coli

E. coli ist heute einer der wichtigsten Organismen fir Rlieduktion rekombinanter
Proteine. Allerdings gibt es oft Probleme, gute Baigen an korrekt gefaltetem Protein
zu erzielen. Das liegt zum einen an der Unfahigkes Bakteriums Disulfidbriicken
auszubilden, aber auch an der fehlenden posttteorslen Modifikation, die viele
eukaryontische Proteine zur Erfullung ihrer Funkéin bendtigen. Darunter fallen
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Acylierungen, Methylierungen, Phosphorylierungenerodsulfat-Modifikationen an
Tyrosin-Resten. Des Weiteren bendtigen viele eukaigche Proteine Chaperone um
ihre funktionelle Konformation einzunehmen. Die tamiellen Chaperone kénnen diese
Funktion nicht oder nur unzureichend erfullen. Dies ein Grund, warum
Proteinprodukte Uberexprimierter Gene oft im Zyaspha der Bakterien in unldslicher
Form als inclusion bodiesabgelagert werden. Die Extraktion dieser Proteste
entweder nicht oder nur Uber aufwendige Denatungsy und Renaturierungsschritte
moglich. Fur die Synthese viraler Kapside ist dB&s-coli-Expressionssystem
ungeeignet, da nur Proteinmonomere gebildet werden,sich nicht zu Kapsiden
zusammenlagern (Rayment et al., 1990). Womodglictd siuch fir diesen Schritt
eukaryontische Chaperone notwendig. Dies konntiet mar bei Parvovirus-B19-VP2-
Kapsiden, sondern auch bei VLPs von Norovirus destnimmt werden (Rayment et al.,
1990; Tan et al., 2004).

1.8.2 Protein-Synthese inLeishmania tarentolae

Ein neues Expressionssystem nutzt trypanosomeearigtozoen zur Produktion
rekombinanter Proteine. Basis des Systems ist derelége ParasitLeishmania
tarentolae der nattrlicherweise Eidechsen infiziert. Da Y&ddr defTrypanosomatidae
auch Menschen befallen, ist viel tber deren Genatign bekannt (Teixeira, 1998).
Vermutlich wegen ihres parasitischen Lebenszykind der Adaption an ihre Wirte
gleicht das Glykosylierungsmuster ihrer Proteinendaus Saugetierzellen (Parodi,
1993). Dies ist eine wichtige Voraussetzung fir deoduktion funktioneller
rekombinanter Proteine. Humanes Erythropoetin koiereits in hohen Ausbeuten in
Leishmania produziert werden (Breitling et al., 2002). Ob hsidas System zur

Produktion rekombinanter viraler Kapside eigndtbisher nicht bekannt.

1.8.3 Protein-Synthese durch Infektion von Insektenzellemmit rekombinanten

Baculoviren

Das Baculovirus-System zur Herstellung rekombimaRteteine wurde zum ersten Mal
1983 zur Produktion von humanem Interfeforgenutzt (Smith et al.,, 1983). Das
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System ist sehr effizient und eignet sich zur Hgitgdg verschiedener viraler Kapside.
So konnten unter anderem Kapside von SapovireryoRwlviren, Papillomaviren und
Parvovirus B19 im Baculovirus-System synthetisieetden (Hansman et al., 2005; Li
et al., 2003; Wang et al., 2003; Brown et al., J9840t den rekombinanten Baculoviren
werden Zellen vorSpodoptera frugiperd§Sf9) oderTrichoplusia ni(High5) infiziert,
die dann das rekombinante Protein in grof3en Mepgasuzieren. Verantwortlich dafur
ist der baculovirale Polyhedrin-Promotor, untersgesKontrolle die Fremdgene gestellt
werden und der extrem hohe Expressionsraten undeiRaasbeuten erzielt. Im
Wildtyp-Virus kontrolliert er die Produktion der iktallinen Polyhedrinproteinmatrix,
die die Baculoviren einhullt und die Viren vor Unmteinflissen schitzt. Der Vorteil
dieses Expressionssytems ist seine hohe Aufnahraeitapan Fremdgenen, da das
Genom des Baculoviruautographa californicanuclear polyhedrosis viruAcNPV)
Uber 100 kb umfasst. Dartiber hinaus entsprechenraislationalen Modifikationen
und das zellulare Targeting der gebildeten rekomrign Proteine denen ihrer

natirlichen Gegensticke.

1.8.4 Protein-Synthese nach Transfektion von Insektenzalh

Neben der Infektion von verschiedenen Insektenzrdti mit Baculoviren ist auch eine
Transfektion mit spezialisierten Plasmiden mdglidleben konstitutiv exprimierenden
Vektoren (in Sf9- und High5-Zellen) verwendet mdasiide mit dem starken und gut
regulierten Metallothionein (MT)-Promotor (in Drgdula-Schneider-2—Zellen, DS2),
der durch Zugabe von Schwermetallionen (zumeistféipinduziert wird. Das System
bietet dieselben Vorteile wie die Infektion mit ogkbinanten Baculoviren, ist aber
aufgrund des Kulturmediums und der bendétigten Aotilke zur Selektionierung

kostspieliger. In DS2-Zellen konnte bereits humaleghropoetin und das zelltoxische
NS1-Protein des Parvovirus B19 produziert werdem(ket al., 2005; Raab et al.,
2002). Rekombinante virale Kapside wurden in DSReienoch nicht synthetisiert.
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1.8.5 Protein-Synthese in Sédugetierzellen

Fremd-DNA kann in Saugetierzellen Uber virale Vekysteme oder verschiedene
Transfektionsmethoden eingebracht werden. Die Digtldann in den Zellen als
Episom vor oder wird direkt ins Zellgenom integrieftliche Vektorsysteme basieren
auf E.-coli-Klonierungsvektoren, die einen Promotor eines guk#rschen Virus (z.B.
Cytomegalovirus) enthalten. VP1/VP2-Kapside desv@®arus B19 konnten bereits
erfolgreich inchinese hamster ovary ce{(GHO-Zellen) produziert werden (Kajigaya et
al., 1989).

1.8.6 Protein-Synthese inSaccharomyces cerevisiae

Die BéackerhefeéSaccharomyces cerevisidat viele Eigenschaften, aufgrund derer sie
ein wichtiges Werkzeug zur Synthese von Fremdpretein der Forschung geworden
ist. So konnten neben Insulin, Virus-&hnliche Raftides Hepatitis-B-Virus (HBV)
auch humaner Blutgerinnungsfaktor XllI oder monoldi@ Antikorper in diesem
System hergestellt werden (Horwitz et al., 1988inTlet al., 1986; Jagadeeswaran et
al., 1990) Die Backerhefe ist ungiftig fir den Melmsn und daher der Organismus der
Wabhl fur die Produktion pharmazeutischer Proteiie.coli hat im Gegensatz dazu
pyrogene Zellwandbestandteile, Sdugetierzellliki@nnen Onkogene oder virale DNA
enthalten, was intensivere Tests zur Validierung Slgsteme notig macht. Hefe stellt
geringe Anforderungen an das Kulturmedium und ksehr hohe Zelldichten erreichen.

Bei der Expression von Fremdgenen und Proteinsgathgibt es jedoch einige
Hindernisse ohne deren Beseitigung die Proteinaislsehr gering ausfallen kann.

1.8.7 Einflussfaktoren auf die Proteinausbeute irS. cerevisiae

1.8.7.1 mRNA-Menge

Die wichtigste Determinante fur die von Fremdgepsyduzierte mMRNA-Menge ist der
Promotor. Dabei ist es essentiell, Hefe-eigene Btoran fir die Expression von
Fremdgenen zu verwenden. Mit Promotoren aus and®@rganismen tritt entweder

keine oder eine abweichende Initiation der Tramps&rauf (Kiss et al., 1982; Henikoff
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and Furlong, 1983). Die wichtigsten Charakteristikan Hefe-Promotoren, die die
Effizienz und Genauigkeit der Transkriptionsinitet bestimmen sindupstream
activation sequence@JASs), TATA-Elemente und Initiator-Elemente ($tku1989).
Die wichtigsten und zugleich auch starksten Promeotosind die der glykolytischen
und Galaktose-regulierten Stoffwechselwege. Ersterdrollieren die Expression der
wichtigen in der Glykolyse beteiligten Enzyme wi®zder Alkohol-Dehydrogenase 1
(ADH1) oder Phosphoglycerat-Kinase (PGK) (Hitzensaal., 1983; Tuite et al., 1982).
Die Aktivitat dieser Promotoren wird durch die Zbgaron Glukose ins Kulturmedium
induziert. Im Falle der PGK-Transkription macht denn resultierende mRNA 5 % der
Gesamt-mRNA-Menge der Zelle aus. Die starksten sirehg regulierten Promotoren
in Hefe sind die der Gene GAL1, GAL7 und GAL10 d&slaktose-Stoffwechsels. Sie
kodieren fur die Enzyme Galaktokinase, Galaktosm3ierase und Galaktose-
Epimerase. Diese Enzyme konvertieren GalaktoseWwi®JDP-Glukose die dann nach
einem weiteren Konvertierungsschritt als Glukodehbsphat in die Glykolyse eintritt.
Deren mRNA-Transkripte kdnnen sich nach Induktiolm @Galaktose bis zu 1 % der
Gesamt-mRNA-Menge anreichern (siehe 1.8.8). NelmnSdarke des Promotors hat
die Halbwertszeit der gebildeten mRNA grof3en Es¥luauf deren Menge. Die
Halbwertszeit von mRNA irSaccharomyces cerevisiaehwankt von 3-6 min bei
extrem kurzlebigen Transkripten bis 40-60 min dab#eren mRNAs (Herrick et al.,
1990). Die meisten gebildeten mMRNA-Molekile faliendie Kategorie mit mittlerer
Halbwertszeit (Brown et al., 1988; Herrick et al990). Dabei korreliert die
Lebensdauer der mRNAs mit den verwendeten Coddng. \Bele selten verwendete
Codons innerhalb der Gensequenz zu finden, istLeigensdauer und Anzahl der
Transkripte geringer. So kann man durch Austaudieh ladufig verwendeten Codons
durch kaum verwendete Codons die Zahl der Transgkdps entsprechenden Gens auf
ein Drittel reduzieren (Hoekena al, 1987). Das impliziert, dass effiziente Translatio
rickkoppelnd die mRNA-Stabilitat erhoht und den wsagabhangigen Abbau
beeinflusst. Ein weiteres Problem stellen AT-reicBequenzen innerhalb des zu
exprimierenden Gens dar, die ein frihzeitiges Teatwnssignal liefern und somit zu
einer unvollstandigen mRNA fihren konnen (Romasioal, 1991). Abhilfe kann hier

nur eine Neusynthese des entsprechenden Gens msérativen Basenaustauschen zu
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einer GC-reicheren Sequenz schaffen. Ein weitergscheidender Faktor auf die
gebildete mMRNA Menge ist die Kopienzahl des intdefezellen eingefiihrten Vektors
mit dem zu exprimierenden Gen. Der am weitestehredete Vektorentyp, der bei der
Genexpression in Hefe verwendet wird, basiert arh d/ektor 2u, einem 6,3 kbp
grof3en Plasmid, das in den meisgaccharomyceStammen in einer Kopienzahl von
etwa 100 pro haploidem Genom vorkommt (Armstronglet 1989; Futcher, 1988).
Kinstlich hergestellte, auf 2y basierende Vektosethalten neben Sequenzen zur
Propagierung irE. coli und Saccharomycesinen Hefe-Selektionsmarker (z.B. URAS3).
Auch wenn 2u-Plasmide in dem gewahlten Hefestamreitbein hoher Kopienzahl
vorliegen, kann man durch die Wahl geeigneter Sielekmarker und Promotoren die
Kopienzahl bis auf 200 erhohen. Eine Moglichkeit der Einsatz des Promotor-
defizienten Gendeu2-d. Leu2kodiert fur Beta-lsopropylmalat Dehydrogenase, ein
Enzym, das den dritten Schritt in der Leucin- Biubgse katalysiert. Der trunkierte
Promotor beileu2-d gewahrleistet, dass nur Zellen mit einer hohen i&womahl des
Plasmids genlgend Genprodukt synthetisieren, unieancin—freiem Medium zu
Uberleben. Grund dafir ist, dass die Expressiongilasleu2-dGens nur 5 % des
nativen leu2-Gens erreicht. Hervorgerufen wird dies durch ebDeletion am 5'-
Terminus, die 29 bp vor dem ATG-Codon beginnt (Braad Hollenberg, 1983).

1.8.7.2 Translationseffizienz

Die Konsensussequenz, die das Translation-initiclke AUG-Codon umgibt,

unterscheidet sich b&. cerevisiad AAAUAAUG UCU) von dem hoherer Eukaryonten
(CACCAUGG) (Cigan and Donahue, 1987). Obwohl eine AnderdeigSequenz um

das Startcodon hin zur Konsensussequenz bei hohleunkaryonten einen deutlich
starkeren Effekt zeigt, ist auch bei der Backerhafe Einfluss auf die Menge des
resultierenden Proteinprodukts (Faktor 2-3) mesglagan et al., 1988; Baim and
Sherman, 1988). Wie auch bei der Stabilitdt der ARIer Transkriptionsrate, haben
seltene Codons innerhalb der mRNA Sequenz Einfugsdie Translationseffizienz.
Dieser Effekt kommt jedoch nur bei einer hohen mRIK#pienzahl des betreffenden
Gens zur Geltung. Obwohl der genetische Code degenist, kann man in fast allen

Organismen inklusive der Hefe eine Tendenz zu emant-randomisierten Nutzung
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einzelner Codons feststellen (Bennetzen and Hali21Sharp and Cowe, 1991). Diese
Festlegung auf einige ,Haupt-Codons" ist eine Waainsoptimierungsstrategie des
Organismus, die insbesondere bei hohen Wachstiensgaeift, um stark exprimierte
Gene effizient umzuschreiben. Bei Fremdgenen, déte wvenig genutzte Codons
enthalten, kann eine geringere Proteinausbeutesosiodlere bei der Verwendung von
Selektivmedium beobachtet werden. Der Grund daftidie Tatsache, dass die Hefe
unter diesen Bedingungen viele Enzyme synthetjglleren Gene viele seltene Codons
beinhalten (Sharp and Cowe, 1991). Somit ist diendée der seltenen tRNAs
ausschlaggebend. Neben des Codon-Gebrauchs konRMA+8ekundarstrukturen
Einfluss auf die Translationseffizienz ausiiben k&8on eine Haarnadelschleife am 5'-
Ende der mRNA die Proteinausbeute um den Faktdr&duzieren (Bainet al, 1985).

1.8.7.3 Korrekte Faltung und Assemblierung in multimere Kqgotexe

Der Proteinfaltungsprozess beinhaltet einige gesuahgkeitslimitierende Schritte, bei
denen die Proteinmolekile aggregieren kdnnen. BiEgsablem ist besonders bei hohen
Temperaturen und Syntheseraten von Bedeutung @beftet al, 1991). Obwohl die
korrekte Faltung und Assemblierung von Proteinkaxeh durch Chaperone
gewahrleistet wird (Gething and Sambrook, 1992)nkdieses Helferproteinsystem bei
sehr hohen Syntheseraten Uberfordert werden. BeiPdaduktion von Hepatitis-B-
Oberflachenantigen in der Hefeichia pastorislag ein grof3erer Proteinanteil in
korrekter Konformation vor, wenn die Hefe nach Ikiton der Genexpression
langsamer wuchs (Cregg al, 1987).

1.8.7.4 Proteolyse

Abbaustabile Proteine wie das Hepatitis-B-Core-geni akkumulieren in der Zelle und
fuhren deswegen zu hohen Ausbeuten (Kniskeral, 1986). Nicht jedes Protein ist in
der Zelle so stabil. Das humane c-myc-Protein lelspeise, rekombinant produziert
in S. cerevisiagerreicht die hochste Konzentration 6,5 — 9 h naduktion, wahrend

nach 24 h Stunden nur noch die Halfte der Mengehgewiesen werden kann
(Miyamoto et al, 1985). In eukaryontischen Zellen existieren vieilestene Wege des
Proteinabbaus (Dice, 1987). Langlebige Proteine emer Halbwertszeit um 160 h
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werden durch vakuolare Proteasen zersetzt, walkunztebige Proteine (Halbwertszeit
< 2,5 h) ubiquitiniert und in einem ATP-abhangigeérozess im Zytosol degradiert
werden. Im Ubiquitin-abhéngigen Abbauprozess spi@dt erste Aminosaure am N-
Terminus der Proteine sowie ein in der Nahe befihds Lysin eine entscheidende
Rolle (Varshavskyet al, 1989). So wirken die positiv geladenen Aminosaufeg,
Lys, His sowie die sterisch hindernden hydrophoBRerinosauren Phe, Tyr, Trp, Leu
und lle destabilisierend und bewirken eine raschbiquitinierung. Um die
Degradierung gering zu halten, empfiehlt sich ders&z von Protease-defizienten
Hefe-Stammen oder Protease-Hemmstoffen bei derrBeitang und Reinigung der
Proteine. Das Proteasom, das fur den Abbau der uilinikonjugierten Proteine
verantwortlich ist, kann durch den Chelator EDTAhimert werden, da
Magnesiumionen wichtige Co-Faktoren fir die Enzynvitit sind. EDTA inhibiert
aulRerdem viele Metalloproteasen wie Carboxypemidasnd S sowie Aminopeptidase
I. Die vakuolaren Proteasen Proteinase A und Betasgch durch Pepstatin, PSMF und
NaHSQ blockieren (Burgers, 1995).

1.8.8 Das Gal-Promotor System

Die am strengsten regulierten und starksten Pramotm Saccharomyces cerevisiae
sind die des Galaktosestoffwechsels (Gall, Gallél7)G Nach Induktion der Gal-
Promotoren durch Galaktose steigt der Spiegel dgetienden mRNAs um mehr als
das tausendfache und macht 1 % der GesamtmengeRI¢A der Zelle aus (St John
and Davis, 1981). Die Genexpression wird durch Géek reprimiert und durch
Galaktose induziert, wobei der Transkriptionsfaké@al4 als Transaktivator an die
upstream regulatory sequen@@AS) der Gal-Gene bindet. In der Zelle finden snchr
1-2 Kopien des Gal4-Proteins, sodass diese geriMgege bei Verwendung von
Vektorsystemen, die in hoher Kopienzahl vorliegéie, Genexpression der den Gal-
Promotoren nachgeschalteten Gene (im Falle vorigdgre Arbeit das VP2-Gen) und
somit auch die Proteinausbeute limitiert. So kammr rine zweifach ho6here
Proteinausbeute beiulticopyVektoren (bei 2u-Vektoren 30-100 Kopien pro Zella)
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Gegensatz zsinglecopyVektoren beobachtet werden (Yocwhnal, 1984). Dies kann
durch die Einfuhrung zusatzlicher Kopien des Gagh&Uber ein Plasmid verhindert
werden. Allerdings geht dabei auch die strenge Régua der Gal-Promotoren verloren
(Baker et al., 1987; Hashimoto et al., 1983). Diemen durch ein heterologes Gal4-Gen
unter der Kontrolle des Gall0-Promotors wiederhsteje werden (Schultzt al,
1987). Die Regulation wird durch das Gal80-Proteenmittelt, einem Inaktivator des
Gal4-Proteins. Das Gal80-Protein ist in der ZeielUberschuss vorhanden und bindet
bei Abwesenheit von Galaktose an den Gal4-Trans@ngfaktor und verhindert
dadurch die Transkription (siehe Abbildung 4a). dVilem Kulturmedium Galaktose
zugegeben, verhindert diese die Bindung des Gal8tkiRs an die
Transkriptionsaktivierungsdomane des Gal4-Protemsiches nun den TATAbox
binding factor(TBF), einen Transkriptionsfaktor, binden kann. $&ie Schritt leitet die
Transkription des dem Gal-Promotor nachgeschalt&ems ein (siehe Abbildung 4b).
Unter Wachstumsbedingungen mit dem Repressor Géuasl das Gal4-Protein Uber
zweierlei Wege gehemmt: Das Gal80-Protein bindet e di
Transkriptionsaktivierungsdomane und ein weiterestdih, dascatabolite-repressing
protein (CRP), verhindert die Bindung an die DNA (sieheébAdung 4c).
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Abbildung 4: Modell des Wirkungsmechanismus dekl Gand Gal80- Proteins. TBF: TATA box
binding factor; CRP: catabolite-repressing protelhAS: upstream activation sequence.

1.8.9 S. cerevisiaals geeignetes System zur Synthese viraler Kapside

Bereits 1982 wurde die Produktion von Hepatitis-Bd8-Oberflachenantigen
(HBSAG) in Backerhefe dokumentiert (Valenzuet al, 1982). Das rekombinante
HBSAG war in der Lage den damaligen Impfstoff, @deis dem Plasma infizierter
Personen gewonnen wurde, zu ersetzen (McAdeat, 1984). Das Hepatitis-B-Virus-
Kapsid-Antigen (HBcAQ) bildet irsaccharomycepartikulare Strukturen, die sich von
den Partikeln, die im Plasma von Patienten mitrelifepatitis B-Infektion vorkommen,
morphologisch nicht unterscheiden lassen. Sieestedl0 % der gesamten ldslichen
Proteine in den rekombinanten Hefen (Kniskern ¢t1&l86). Dartiber hinaus konnte in
S. cerevisiaalie erfolgreiche Kapsid-Assemblierung der virainukturproteine VP1
und VP2 zu Kapsiden bei verschiedenen Subtyperhdesmnen Papillomavirus, beim
VP1-Protein des humanen Polyomavirus und de$®pBBoteins von HIV beobachtet
werden. (Hofmann et al., 1995; Cook et al., 1999pMiamassa et al., 2002; Hale et al.,
2002; Hale et al., 2002; Tsunetsugu-Yokota et 2003). Rekombinant produzierte
Proteine ausS. cerevisiaesignen sich zum Einsatz in der Diagnostik und &pir.
Rekombinant synthetisiertes, nicht glykosylierteBsSAG in der Backerhefe ist die

Basis der beiden am meisten verbreiteten Hep&#Hispfstoffe Engerix-B®
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(SmithKline Beecham, Brentford, UK) und Recombiv&B® (Merck & Co.,
Whitehouse Station, USA). Kurz vor der Marktzulaggusteht ein Vakzin gegen
verschiedene Subtypen der humanen PapillomaviréVjHdas ebenfalls von Merck
entwickelt wurde (Cook et al., 1999). In der Diagtilo findet rekombinantes
Nukleoprotein des Mumps-Virus Anwendung, ein geeiga Antigen fir den IgM-
Nachweis (Samuel et al., 2002).

1.9 Bedeutung partikularer Strukturen bei der rekombinanten

Synthese von VP2-Proteinen

Der wichtigste Anspruch an das gewahlte Expressimtem ist die Fahigkeit zur

Synthese vollstandiger VP2-Partikel. Der Nachweaisere abgelaufenen Parvovirus-
B19-Infektion erfolgt Gber die Detektion spezifieeHgG-Antikorper gegen die beiden
Strukturproteine VP1 und VP2. Es persistieren jedoour solche gegen

konformationelle VP1- und VP2-Epitope, die aussfblich auf Kapsiden vorkommen.
Die Antikorper-Reaktivitdt gegen lineare VP2-Epioperschwindet abrupt nach etwa
sechs Monaten, die gegen VP1 etwas langsamer (&agkket al., 1999; Stderlund et
al., 1995a; Kerr et al., 1999). Fur die Diagnossikdeshalb nur der Einsatz von VP2-
Kapsiden moglich, da sie entsprechende Konformséipitope besitzen. Aus
demselben Grund ist fir die Entwicklung eines Irtgdfs gegen Parvovirus B19 nur
der Einsatz von vollstédndigen virusahnlichen Pahtikdenkbar. Wahrend Antikérper
gegen lineare Epitope im VP1-Protein neutralisidramrken, sind beim VP2-Protein

nur solche gegen Konformationsepitope dazu in agel(Gigler et al., 1999).

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Sowohl fur den Nachweis von Immunglobulinen als hauér die mittlerweile
eingestellte Entwicklung eines Impfstoffs gegenvBairus B19 wird und wurde auf
VP2-Kapside, die in dem Baculovirus-Expressiongsyst produziert wurden,

zuruckgegriffen. Dieses System ist teuer und skiztden Umgang gut geschultes
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Personal voraus. Ziel vorliegender Arbeit war esmeeAlternative zu diesem
Expressionssystem zu schaffen, welches VP2-Kapgideebenso guter Ausbeute und
besserer Qualitdt produzieren kann wie Insektegrzelhach der Infektion mit
rekombinanten Baculoviren. Nach Wahl des geeign@eganismus zur Produktion
Virus-ahnlicher Partikel sollten diese molekulatbgisch, histologisch und
immunologisch charakterisiert werden. Wichtig istbdi, dass in dem gewahlten
Expressionssystem keine Einzelproteine, sondeistéabige Partikel gebildet werden.
Nur sie liefern aufgrund ihrer Konformation zuvedidge Ergebnisse in diagnostischen
Tests, oder kdnnen fur die Entwicklung eines Ingifes eingesetzt werden. Darlber
hinaus sollte ein Vergleich mit VLPs die mittelssdg@aculovirus-Systems gentechnisch
produziert werden, angestellt werden. Neben varigéziden
elektronenmikroskopischen Aufnahmen sollte die Re#d#t der synthetisierten VP2-
Partikel in Antigen-Capture-ELISA-Tests und T-ZBHeliferationsassays demonstriert
werden. Darlber hinaus sollte die Mdglichkeit zurod®ktion von VP1/VP2-

Mischkapsiden Uberpruft werden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien, Biochemikalien und Geratschaften

2.1.1 Allgemeines
BIO 101, Inc, Vista, USA

Becton Dickinson, Sparks, USA

GiBcoBRL Lire TecHNnoLoclEs Karlsruhe

Merck, Darmstadt

National Diagnostics, Atlanta, USA
Progen, Heidelberg

PAN, Aidenbach

RotH, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Taufkirchen

USB, Cleveland, USA

CSM-URA
Yeast Nitrogen B&sajn heart Infusion
FKS, Pluronic F68, TC100

Ampicillin,  Bromphenolblau, @ EDTA,
Essigsaure, Formaldehyd, Glukose,
Glycerin, Glycin, Isopropanol, KAc, KClI,
KH,PO,, MeOH, pB-Mercaptoethanol,
MgCl,, NaAc, NaCl, NaCOs;, NgHPO,,
NHsAc, NaNs, RbCl, Tween 20

Protogel Acmiidiésung

lodixanol

Kanamycin, Pencillin/Streptonmyci
AgN@ EtOH, SDS

Galaktose, Sacchar@s€|, Triton X-100,
Tetracyclin, Gentamycin, DMSO, Hemin,
TEMED, Triethanolamin

Tris
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2.1.2 Materialien fur die Zellkultur
Kihlbrutschrank KB Serie (Binder, Tuttlingen, Deaaltiand)

Falcon Tissue culture flasks, 0,2 um vented blug gkeal cap, Tissue culture dish with
20 mm grid (BD, Franklin Lakes, USA)

Spinnerflaschen (Micro carrier spinner flasks, DUNDMNabortechnik, Asbach,

Deutschland)

Variomag Elektronikriihrer Biosystems B und BiomODRW B (H+P Labortechnik,
Minchen, Deutschland)

2.1.3 Materialien fur die Elektrophorese
Elektrophoresekammer (H.HOLZEL, Dorfen, Deutschjand

Minielektrophoresekammer (ELEKTROWERKSTATT, Univiésis Regensburg,
Deutschland)

UV-Durchlichtschirm 312 nm (BACHOFER LABORATORIUM$ERATE,
Reutlingen, Deutschland) und UV-Schirm UVT-14L 36Bm (HEROLAB
LABORGERATE, Wiesloch)

Videodokumentationssystem  Gelprint 2000i (MWG BIQ@H Ebersberg,
Deutschland)

Minigel-Twin Slabgel Syste(BIOMETRA, Goéttingen, Deutschland)

Hoefer SEG600 Vertical-Elektrophoreseapparat{AMERSHAM PHARMACIA
BIOTECH, Freiburg, Deutschland)

Trans-Blot SD Semi-Dry Elektrophoretic Transfer IC€BIORAD, Minchen,
Deutschlany
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Antikdrp
Bezeichnung Ursprung Antigen Markierung Hersteller
Primére Antikorper
Mensch, VP2,
860-55D _ _ - AG Modrow
monoklonal | Konformationsepitof
Mensch,
1418D VP1u - AG Modrow
monoklonal
Maus, _ _ Chemicon,
MAB8283 VP2, lineares Epitof -
monoklonal Ternecula, USA
Sekundare Antikorper
Anti-human ] Dako, Glostrup,
Kaninchen Humanes IgG HRP )
IgG Déanemark
Anti-Maus ) . Dako, Glostrup,
Ziege Murines IgG HRP
lgG Danemark
2.1.5 Molekulargewichtsmarker
DNA-Standards
1 kb DNA Ladder (NEB, Beverly, USA) 0,5-10kb
100 bp DNA Ladder (NEB, Beverly, USA) 0,1-k5
Protein-Standards
Precision Plus Protein Standard, Prestained, BRza)e 10 — 250 kD
(BIORAD, Hercules, USA)
Precision Plus Protein Standard ,Unstained, BraathR 10 — 250 kD
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2.2 Puffer und Nahrmedien

PBS-Puffer

Die Gebrauchslosung wurde durch Verdinnung eingrkbdzentrierten Stammldsung
hergestellt. Der pH wurde auf 7,5 — 8 eingestellt.

[10x] Stamml&sung: 1,37 M NacCl
26,8 mM KCI
80,0 mM NagHP O,
14,7 mM KHPO,

Der PBS-Puffer wurde ohne Zugabe von Ga@t MgChverwendet.
TBS-Puffer

Die Gebrauchslosung wurde durch Verdinnung eingrkbdzentrierten Stammlésung
hergestellt. Der pH wurde mit HCI auf 7,5 eingdstel

[10x] Stamml&sung: 500 mM Tris
15 M NaCl

Fur [L0x] TBST Waschpuffevurden noch 10 ml Tween 20 zugegeben.

TE-Puffer

TE fur DNA-Proben und als Grundlage der CsCl Ukrarfugationspuffer sowie des

Hefeaufschlusspuffers:

10 mM Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA
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LB (Luria-bertani)-Medium

10 % Bacto-Trypton
05 % Bacto-Hefeextrakt
1.0 % NaCl

Nach dem Losen der Bestandteile inCHwurde der pH auf 7,5 eingestellt und das
Medium autoklaviert. Zur Herstellung von Agarplatteurde dem Medium 1,5 % Agar
(DIFCO) und falls notwendig nach Abkihlen auf°60ein geeignetes Antibiotikum
zugesetzt (Endkonzentration 100 pg/ml).

SD-Dropout-Medium

0,13 % CSM-URAropout powder
0,67 % Yeast Nitrogen Base
2 % Glukose

Nach dem LOsen der Substanzen igOHwvurde das Medium autoklaviert. Fir die
Herstellung von Platten wurden 2 % Agar (DIFCO)eagjzt.

YPD-Vollmedium

2 % Pepton aus Casein
% Hefeextrakt
2 % Glukose

Fur YPDG-Induktionsmedium wurden 1 % Glukose uné ZGalaktose beigemischt.
Nach dem Loésen der Substanzen igOHwurde das Medium autoklaviert. Fur die
Herstellung von Platten wurden 2 % Agar (DIFCO)ezegzt.
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2.3 Organismen

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Orgagism
Spezies Stamm Genotyp Quelle
o DeoR endAl gyrA96 hsdR17m,") .
ESChelr.'Ch'a DH5a | recAl supE44 thi-h(lacZYA-argFV169) .i'bC%BRL’
coli @808lacZ A M15 F A Gaithersburg, USA
el4-(McrA-A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171
Escherichia endAl supE44thi-1 gyrA96 relAl lac
coli SURE recB rec) sbaC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC S, La Jolla, USA
[F’ proABlaclgZ.M15Tn10(Tetr)]
Leishmania | Laboratory i Jena Bioscience,
tarentolae | strain P10 Jena, Deutschlang
Zur Verfigung gestellt
Saccharomyces HT393 MATa leu2-3 leu2-112 uratd prb1-1 | von Dr. Michael Broker
cerevisiae prcl-1 pral-1 prel-1 (Chiron-Behruing,
Marburg)
Spodoptera | Sf9 (ATCC i Invitrogen,
frugiperda |CRL-1711) Groningen, NL

Virusstamme:

Baculovirus ACMNPV-VP2 wurde unserer Arbeitsgruppen Dr. Manfred Motz
(MIKROGEN GmbH, Neuried, Deutschland) zur Verfuguestellt.

2.4 PCR-Primer und Plasmide

2.4.1 PCR-Primer

Alle Primer wurden gereinigt und entsalzt von METI®BI (Neuried) bezogen.
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Tabelle 4: Ubersicht uber die verwendeten Primer
Bezeichnung | T, DNA-Sequenz Besonderheiten
()
ATATAAAGCTT ATGAC | Insertion eineHindlll-Schnittstelle
PYES_ VP2 f| 60 | 11caAGTTAATTCTGCAG am 5'-Ende von VP2
TATAATCTAGATTACA | Insertion eineXba-Schnittstelle am
PYES_VP2 B 62 | AreceTecacaceae 3"-Ende von VP1/\VP2
VP1/VP2/r/ 54 TTTTTTGCGGCCGCTT | Insertion eineNotl-Schnittstelle am
Notl ACAATGGGTGCACACG 3’ Ende von VP1/VP2
AAAAA CTCGAGATGAC | Insertion eineXhd-Schnittstelle am
VP2/tIXhol | 54 | " rrcagTTAATTCTGE 5-Ende von VP2
2.4.2 Plasmide
Bezeichnung GroRe | Bemerkungen Quelle
PYES2 5,9 kb | Expressionsvekto§accharomycesinvitrogen,
cerevisiag Gall-Promotor Groningen, NL
pPpESC-URA 6,6 kb | ExpressionsvektadbaccharomycesStratagene,
cerevisiae,2 Expressionskassetten,a Jolla, USA
Gall und Gall0 Promotoren
pF4x.1.4.hyg 8,7 kb | Expressionsvektor, Jena  Bioscience,
Leishmania tarentolae Jena
pJB Enthalt komplettes B19- Genom,
Ausgangsvektor fur alle PCR-
Reaktionen

2.4.3 Zentrifugen

Kihlzentrifuge MR22i mit Rotor AM2.19 (JOUAN GMBHnterhaching)

Rotixa/RP mit Rotordurchmesser 169 mm (HETTICH ZERNHUGEN, Tuttlingen)
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SorvalllRC 5B Plus mit SS-34, SUPER LIHEGSA SLA-1500 oder GS-3 SLA-3000
(KENDRO, Newtown, USA)

Tischzentrifuge Biofuge 15 mit Rotor #3754 (HERAEWEPATECH; KENDRO,
Newtown, USA)

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C (EPPENDORF, Hargheutschland)

Ultrazentrifuge Centrikon T-2170 (KONTRON INSTRUMHES, Neufahrn,
Deutschland) mit Ausschwingrotor SW40Ti und SW28E@MAN COULTER,
Fullerton, USA)

2.4.4 Software zur Datenanalyse

Die Datenverarbeitung und Speicherung erfolgte RD§ unter den Betriebssystemen
Windows 98 und XP (MICROSOFT). Fur die VerwaltuBgarbeitung und Aufnahme

der verschiedenen Dateitypen wurden folgende Pnugeverwendet:

Adobe Photoshop 5.5 (ADOBE SYSTEMS), MICROSOFT €#fi2000, Referenz
Manager 9.5 (ADEPT  SCIENTIFIC INC), Clone Manager .14
(SCIENTIFIC&EDUCATIONAL SOFTWARE).

Am ELISA-Reader und Photometer wurden die geramipehen Programme genutzt.
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3.1 Bakterien

3.1.1 Anzucht, Kultur und Aufbewahrung

Die Anzucht der Bakterien erfolgte unter Schittb 220 rpm und 37 °C in LB-
Medium, das gegebenenfalls mit Antibiotika suppletieet wurde. Zur Gewinnung von
Einzelkolonien wurden Dreidsenausstriche auf LB-4ABEtten durchgefuhrt. Die
Langzeitlagerung von Bakterien erfolgte in 10 %d@lyn bei — 80 °C.

3.1.2 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Von einer frisch angelegten LB-Agar-Platte wurdeeekKolonie gepickt, in 10 ml LB-
Medium Uberfuihrt und Gber Nacht bei 37 °C geschtiitiéon der Ubernachtkultur
wurden 500 pl in 500 ml frisches LB-Medium UberfiiHErreichte die Kultur eine
optische Dichte von 0,8 (nach ~4 bis 5 h), wurdenBhkterien 10 min bis 1 h auf Eis
inkubiert und anschliel3end bei 2600 g fur 10 mellepiert. Das Pellet wurde mit 500
ml eiskalter Glycerin/Wasser-Losung (10 % Glycerxifv) gewaschen und fur 30 min.
bei 2600 g zentrifugiert. Nach Wiederholung des ®Mashritts wurde der Uberstand
bis auf 3 ml abgenommen. In diesem Volumen wurdenddas Bakterienpellet
resuspendiert. Aliquots zu 100 ul wurden bei —80et@efroren oder sofort fur die

Elektrotransformation verwendet.

3.1.3 Elektrotransformation

100 pl der kompetenten Zellen wurden auf Eis 30. mirigetaut. Anschlie3end wurden
5 pl der zu transformierenden DNA in,® oder TE-Puffer zugegeben. Der Ansatz
wurde 1 min. auf Eis inkubiert und schlielich ininee sterile 2-mm-
Elektroporationskiivette tberfuhrt. Die Einschleugsuer DNA wurde durch einen
Stromstol3 (25 pF, 20@, 2,25 kV) uber 4-5 ms erreicht (Gene-Pulser System
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BIORAD, Hercules, USA). Nach der Elektrotransforioatwurden die Bakterien in 1
ml LB-Medium ohne Antibiotika Uberfuhrt, 1 h bei 3C geschuttelt und schliel3lich
auf LB-Agar-Platten mit Antibiotikum ausplattiert.

3.1.4 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

8 ml einer frischerE. coli Ubernachtkultur in LB-Medium wurden in 200 ml LB-
Medium tberfuhrt und bis zu einer OD von 0,3 heemogen. Die Bakteriensuspension
wurde anschlie3end 15 min auf Eis gekuhlt und B803y pelletiert. Das Pellet wurde
in 60 ml TP1-Puffer resuspendiert und 15 min. aig Bkubiert. Nach erneutem
pelletieren bei 3000 g fuir 15 min wurden die Bakterin 16 ml TP2-Puffer
resuspendiert, in 100 ul Aliquots in flussigem $thockgefroren und schliel3lich bei
— 80 °C aufbewabhrt.

Transformationspuffer TRpH 5,8: 0,1 M RbCl
50 mM MnCI2
30 mM KAc
10,2 mM Cad{
11,5 % Glycerin

Transformationspuffer TRH 6,8 0,1 M RDbCI
10mM MOPS
75 mM CacCl2
11,5 % Glycerin

3.1.5 Hitzeschock-Transformation

Nach dem Auftauen der kompetentencoli auf Eis wurden 10 pl Ligationsansatz oder
Plasmidlosung (1 png) mit den Bakterien vermischd 88 min. auf Eis inkubiert. Nach
dem folgenden Hitzeschock bei 42 °C fir 45 s wurdenBakterien mit 500 pl LB-
Medium (ohne Antibiotika) versetzt, 1 h geschittaihd anschlielend auf
Selektionsagarplatten ausgestrichen.
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3.2 Eukaryontische Zellen

3.2.1 Bestimmung der Zellzahl

Die zu zéhlende Zellsuspension wurde 1:1 mit 0,Ir¥panblaulésung zur Anfarbung
toter Zellen (MERCK, Darmstadt, Deutschland), vemll In der Neubauer
Zahlkammer (BRAND, Wertheim, Deutschland) wurdenGdol3quadrate mit je 16
Einzelfeldern unter dem Lichtmikroskop (Lichtmikkap Wilovert S., HUND,

Wetzlar, Deutschland) ausgezahlt. Die resultierendérgebnisse aus den 4

GroR3quadraten wurden gemittelt. Die Zellzahl ergiah wie folgt:

Mittelwert aus 4 GroRquadraten x Verdiinnung %4 @ellzahl

3.2.2 Leishmania tarentolae

Die Leishmania-tarentolaeZellen, sowie die zugehdrigen Plasmide wurden Jema
Bioscience, Jena, Deutschland, bezogen

3.2.2.1 Anzucht, Kultur und Aufbewahrung

Die Protozoen wurden in Zellkulturflaschen oder Enlenmeyerkolben bei einer
Zelldichte von 1-2 x 19Zellen/ml bei 27 °C gehalten. Zu dem Brain-Heaft$ion—
Medium (BHI) (37 g¢/l) wurde Hemin (0,4 ml einer 8,2% Stocklésung in
Triethanolamin) und Penicillin/Streptomycin (100/pg Endkonzentration) gegeben.
Die Langzeitlagerung erfolgte nach Zugabe von 2%sBfcerin Endkonzentration zu
einer logarithmisch wachsenden Kultur bei — 80 °C.

3.2.2.2 Elektrotransformation

Pro Elektroporationsansatz wurden 400 ul eineeishmaniaKultur in der
logarithmischen Wachstumsphase (5 x’ 190 2 x 10 Zellen/ml) in eine

Elektroporationskivette (d = 2mm) zusammen mit B)41g des zu transformierenden
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Vektors uUberfihrt. Der Ansatz wurde 10 min auf gekihlt und anschliel3end bei 450
V, 450 uF (Easyject +, Flowgen, Nottingham, UK)kéleporiert. Nach dem Stromstol3
wurde die Kuvette fir 10 min. auf Eis inkubiert. i2a@h wurden die Zellen in 10 ml

vorgewarmtes BHI-Medium tberfuhrt und UN ohne Stbekinkubiert.

3.2.3 Spodoptera frugiperda (Sf9) Insektenzellen

Die Sf9-Zellen wurden von Invitrogen, Groningen, hiézogen.

3.2.3.1 Anzucht, Kultur und Aufbewahrung

Zur Sf9-Kultivierung wurden dem Fertigmedium TC100 % inaktiviertes FKS und
0,1 mg/ml Pen/Strep zugesetzt. Fur die Anzuchtpmi&rflaschen wurde dieses noch
um 0,2 % Pluronic F69 erganzt. Die Kultivierung d&llen erfolgte bei 27 °C und
einer Ruhrgeschwindigkeit von 60 rpm. In Suspersdaliur wurden die Zellen bei
einer optimalen Zelldichte von 0,8 x%:02 x 16 Zellen/ml| gehalten.

Zur dauerhaften Lagerung wurden aus einer logarsitim wachsenden

Suspensionskultur (> 98 % lebende Zellen) 2—-3 % Z6éllen 10 min bei 120 g

abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1,5 ml Gefmedium (50 % TC100, 40 % FKS, 10
% DMSO) aufgenommen und auf Eis in ein kaltes Miefa eingefillt. Das

Einfrieren der Zellen wurde schrittweise durchgefijih h bei — 20 °C, 24 h bei —80 °C
anschliel3end in flissigemN

3.2.3.2 Infektion von Sf9-Zellen mit Baculoviren

5 x 10 Zellen einer gut wachsenden Kultur (1 — 2 % Z6llen/ml) wurden in einer 175-
cn’-Zellkulturschale ausgeséat. Nach einer 30-minitigeisorptionsphase wurde das
Medium abgenommen und durch 5 ml Infektionsmediusetet (4 ml TC100 + 1ml
Baculovirus Stock Losung). Nach der 45-minttigefektion bei einer MOI von 2,5
wurden die Zellen mit 15 ml Kultivierungsmedium plgmentiert und fur 2,5 Tage im
Brutschrank bei 27 °C inkubiert. Danach wurdenZien aus 2 Schalen vereinigt und
bei 430 g abzentrifugiert. Das Pellet wurde mit Rig8vaschen und anschlieRend bei —
80 °C eingefroren oder sofort fur die VP2-Kapsigaration verwendet.
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Zur Propagierung der Baculoviren wurden Sf9-Zeleimage nach Infektion geerntet
und 10 min bei 1200 g abzentrifugiert. Der Titer Baculoviren im Uberstand wurde

mittels Immunfarbung bestimmt.

3.2.4 Saccharomyces cerevisiae

3.2.4.1 Anzucht, Kultur und Aufbewahrung

Hefen ohne Fremd-DNA wurden in YPD-Medium mit 10@/ml Pen/Strep zur
Vermeidung bakterieller Kontaminationen bei 30 °@tem Schuitteln Kkultiviert. Zur
kurzfristigen Lagerung wurden 100 pl der Zellsuspem auf einer YPD-Agarplatte
ausgestrichen und im Kihlschrank aufbewahrt. FérlLdingzeitlagerung wurden 1 ml
einer Hefekultur mit einer OD von 0,8 —1 mit 15 %y¢&rin (v/v) versetzt und bei — 80

°C eingefroren.

3.2.4.2 Herstellung kompetenter Hefezellen

Eine Hefe-Uber-Nacht-Kultur wurde in YPD-Medium aihe OD von 0,25 verdinnt.
Diese Suspension wurde bis zum Erreichen einer @D vinkubiert (4 — 5 h). Die
Zellen wurden bei 1000 g pelletiert und in 10 mB-Puffer resuspendiert. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt bei 1000 g wurdes deellet in 0,5 ml LTE-Puffer
aufgenommen und in 50-pl-Aliquots bis zur Verwerglum Kihlschrank aufbewahrt
(maximal 3 Tage).

LTE-Puffer 0,1 M LiOAc
10 mM Tris/HCI, pH 7,5
1 mMEDTA

3.2.4.3 Hitzeschocktransformation von Hefezellen

Zu den kompetenten Hefezellen aus 3.2.4.2 wurderB1ug des zu transformierenden
Plasmids pipettiert. Dieser Ansatz wurde mit 300N gdnsformations-Mix versetzt und
fur 30 min bei 30 °C inkubiert. Anschlielend folgtim Hitzeschock bei 42 °C fur 15
min. Danach wurden 100 pl und 250 ul des Ansatagls Selektivagarplatten
ausgestrichen und fir 2 Tage im Brutschrank b&i3bebritet.
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Transformations-Mix 40 % PEG
0,1 M LIOAc
10 mM Tris/HCI, pH 7,5
1 mMEDTA

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Samtliche PCR-Reaktionen wurden in iCycler-Gerdten Firma BIORAD, Hercules,
USA, durchgefuhrt.

FUr Klonierungs-PCR-Reaktionen kam aufgrund ihreb3ExonucleaseaktivitaPwo-
Polymerase (1 U/ul, PEQLAB, Erlangen, Deutschlaad$ Pyrococcus woeseium
Einsatz, fur Kolonie-PCRs Tag-Polymerase (5 U/ BN Frankfurt, Deutschland) aus

Thermophilus aquaticus

Folgende Tabellen (siehe Tabelle 5-7) geben eirtmerhlick tiber die Konzentrationen
der eingesetzten Komponenten und die Amplifikaji@mameter. Das Endvolumen aller
PCR-Reaktionen war 50 pl. Die Polymerase wurde lasst vor Beginn der PCR-
Reaktion zugegeben. Bei Kolonie-PCR-Reaktionen wurlne Bakterien- oder
Hefeeinzelkolonie von der entsprechenden Agarélaggpickt und in das PCR-
Reaktionsgefal3 Uberfihrt. In diesem Fall waren ip® Menge zusatzlich 2 ul zu

addieren.

[10x] dNTP-Mix enthielt jeweils 2,5 mM dATP, dCTBGTP und dTTP (Roche, Basel,
Schweiz)
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Tabelle 5: Standardpipettierschema fir PCR-Anséatze
Komponente Menge Endkonzentration
H.O 24 pl
[10x] ANTP 5 ul je dNTP 250 uM
5 uM forward primer 5 ul 500 nM
5 UM backward primer 5ul 500 nM
Template DNA 100 ng in 2ul 100 ng
[10x] PCRPuffer mit 5 0l 10 mM Tris, pH 8,8, 25 mM
20 mM MgSQ H KCI, 2 mM MgSQ
Pwo-Polymerase bzw. Tag- m 2U
Polymerase
Tabelle 6: PCR- Parameter; im 2. Amplifikationdmgk wurde die  Anlagerungs-

Temperatur(Annealing) 5 °C héher gewahlt, da nurchalDNA-Stiicke im Ansatz
vorhanden waren, bei denen die Primer auf vollend& binden konnten, d.h. auch mit
der einzufihrenden Restriktionsschnittstelle

Zyklenzahl Zyklusdauer Temperatur
Initiale Denaturierung 1x 2 min 94 °C
Denaturierung 30s 94 °C
: 45-62 °C (Tm -2 °C;
AEETTE ax 30s siehe Tabelle 3)
Elongation siehe Tabelle ¢ 72°C
Denaturierung 30s 94 °C
: 55-62 °C (Tm -2 °C,;
Annealing 30x 30s siche Tabelle 3)
Elongation siehe Tabelle ¢ 72°C
Finale Elongation 1x 4 min 72°C
Tabelle 7: Elongationszeiten in Abhangigkeit ven Bragmentlange
Elongationszeit 45 s 1 min 2 min
PCR-Fragmentlangge bis 1 kb 1,5 kb 3 kb
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Die Reinigung der PCR-Fragmente erfolgte mit demmi@rziell erhaltlichen
QIAquick PCR Purification Kit von QIAGEN, Hilden, &utschland.

3.3.2 Agarose Gelelektrophorese

Die Prozentigkeit der Agarose in den TBE gepuffei®elen wurden entsprechend der
aufzutrennenden Fragmente gewahlt. Bei den Amplitkisprodukten des VP1- und

VP2-Gens wurde 1 % Agarose zugesetzt, bei Plasnlidet.

TBE-Puffer 90 mM Tris, pH 8,0
90 mM Borsaure
0,5 mM EDTA
Zur Visualisierung der DNA wurden der Agarose 70/mmlg Ethidiumbromid
(Applichem, Darmstadt, Deutschland) zugesetzt. d&mn Gelauftrag wurde die DNA-
Losung mit [5x] DNA-Auftragspuffer versetzt.

DNA-Auftragspuffer 0,125 % Bromphenolblau
0,125 % Xylencyanol (MERCK)
25 % Glycerin
Die DNA wurde mit UV-Licht der Wellenlange 312 nnetdktiert und anschliel3end
fotografiert. DNA in praparativen Gelen wurde b6b31m Wellenlange visualisiert, aus

dem Gel ausgeschnitten und gereinigt.

3.3.3 DNA-Reinigung

3.3.3.1 Plasmidpraparation

Fur die Plasmidpraparationen in kleinem und groRémi3stab au&.-coli-Uber-Nacht-
Kulturen wurden die kommerziell erhéltlichen KitdAprep Spin Miniprep Kit und
QIAGEN Plasmid Maxi Kit von QIAGEN verwendet (QIAGE Hilden, Deutschland).

Verfahren wurde dabei nach Herstellerangaben.
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3.3.3.2 DNA-Fallung

Zur Entsalzung und Aufkonzentrierung von DNA-L6sengwurde eine Ethanol-
Fallung durchgefihrt. Die Lésung mit dem zu féllendProtein wurde mit 1/10
Volumen 3 M KAc, pH 4,8 und 2,5 Vol EtOH versetzidu1l0 min bei RT inkubiert.
Anschlie3end folgte eine Zentrifugation bei 140@énrin der Tischzentrifuge. Nach
einem Waschschritt mit 70 % EtOH wurde das Pellgftgétrocknet und in

entsprechendem Volumen® oder TE-Puffer geldst

3.3.3.3 DNA-Gelextraktion

Zur DNA-Gelextraktion wurde der kommerziell erhighle QIAquick Gel Extraction
Kit von QIAGEN verwendet (Qiagen, Hilden, Deutscida Verfahren wurde nach
Herstellerangaben.

3.3.4 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der dsDNA wurde mit einem Photaneermittelt. Die DNA-

Konzentration errechnete sich aus dem Lambert-BkrersGesetz:

E2s0 X Verdinnung x 0,05 =up/ul]

3.3.5 Restriktionsenzymverdau und Ligation von Plasmid-DM

3.3.5.1 Endonucleaseverdau

Gereinigte PCR-Produkte sowie Plasmide wurden inerai 50-pl-Ansatz  mit

geeigneten Restriktionsenzymen bei 37 °C 1 h - értaut.

3.3.5.2 5’-Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Zur Vermeidung von Religanden wurde die Plasmid-DiNveh dem Restriktionsverdau
dephosphoryliert. In einem Standardansatz nachtélliersngaben wurde die Reaktion
mit Alkalischer Phosphatase (CIP, NEB, FrankfureuBchland) fir 1 h bei 37 °C
durchgefuhrt.
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3.3.5.3 Ligation verdauter DNA-Fragmente

Fur die Ligation wurde die Plasmid-DNA in einem @r@n Verhéaltnis von 1:3 und 1:5
zum PCR-Produkt eingesetzt. Die Gesamtmenge arsstger DNA wurde mit 100
ng festgelegt. Die Reaktion wurde mit 1 pl T4-LiggdlEB, Frankfurt, Deutschland)
UN bei 16 °C in einem 20-p- Ansatz durchgefuhrt.

3.3.6 DNA-Sequenzierung

Samtliche DNA-Sequenzierungen wurden von dem Ustenen GeneArt GmbH in

Regensburg, Deutschland durchgefinhrt.

3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 Synthese und Reinigung von rekombinanten VP2-Part#ln aus Hefe

3.4.1.1 Induktion der Genexpression in Saccharomyces cesee

Eine Hefe-Vorkultur wurde bis zu einer @p von 4 angezogen und dann 1:10 in
Induktionsmedium (YPDG siehe 2.2) verdinnt. Zur ndeidung bakterieller
Kontaminationen wurden 100 pg/ml Penicillin/Strepyein (Pen/Strep) zugesetzt.
Nach 24 h wurden dem Medium 2 % Galaktose zum vegitdVachstum und zur
Steigerung der Ausbeute sowie nochmals 100 pg/miS&ep beigemischt. Die Ernte
der Zellen erfolgte nach 48 h.

3.4.1.2 Aufschluss der Hefe

Vor dem Aufschluss wurde das Zellpellet gewogen vmder vierfachen Menge TE-
Puffer resuspendiert. Die Suspension wurde mit dgmsic-Z—Zellaufschlussgeréat
(Constant Systems Ltd, Daventry, UK) bei 2 kbarzpssiert. Das resultierende
Zelllysat wurde zundachst fir 10 min bei 4000 g g@rgiert. Im Anschluss folgte eine
Ultrazentrifugation bei 100000 g fur 1 h.
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3.4.1.3 Kapsidpraparation

Sedimentation im Saccharose—Kissén einem 37,5-ml-Ultrazentrifugationsréhrchen

wurden 10 ml einer Saccharose-Lésung der Dichté @/2n? mit 10 ml einer 1,19
g/cn? dichten Saccharose-Lésung iberschichtet. Daraudlemuvorsichtig 14 ml des
gewonnenen Lysats (siehe 3.4.1.2) pipettiert. O@hf@n der eingesetzten Saccharose-

Lésungen wurden mit folgender Gleichung ermittBirper, 1966):

p (T) = (Bi+ BT+ BsT?) + (Bs + BsT+ BgT?)Y + (By + BgT + BoT?)Y?

T = Temperatur in °C
Y = Gewichtsanteil der Saccharose in Losung
B1.9 = Konstanten

B 1.00037

B: 3.96805x10

Bs: -5.85133 x10

B4 0.389824

Bs -1.05789x10

Be: 1.23928x10

B;: 0.170976

Bg: 4.75301 x10

Bg: -8.92397x10

Nach der anschlielenden Ultrazentrifugation Gbhkrkizi 100.000 g wurde die Bande
an der Trennschicht zwischen den beiden Sacchatimeigen mit einer Kantle

abgenommen. Die gewonnene Fraktion wurde danaaiegsin PBS dialysiert.

Ammoniumsulfatféllung: Nach der Dialyse wurden der Fraktion 4,52 ¢
Ammoniumsulfat beigemischt und die resultierendesun mit PBS auf 20 ml
aufgefullt. Nach einer 30-minutigen Inkubation &i$ wurde die Losung bei 10000 g
fur 30 min zentrifugiert. Das resultierende Peltiets die VP2-Kaside enthielt, wurde in
6 ml PBS resuspendiert. Die resultierende Losungdeibei 4000 g fur 10 min

zentrifugiert, um die unléslichen Proteinaggregdizutrennen.

Sedimentation im CsCl-Kissemlie Lésung mit den VP2-Kapsiden wurde auf ein

zweistufiges CsCl-Kissen aufgetragen. Dabei wurden einem 14-ml-

Ultrazentrifugationsrohrchen 2 ml CsCIl-Losung A i ml CsCl-Lésung B und
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anschlielend mit der Probenldsung Uberschichted. Wirazentrifugation wurde bei
150000 g fur 4 h durchgefuhrt. Die VP2-Kapside barten mit einigen Hefeproteinen
im unteren Drittel von CsCI-Losung B. Die Entnahdez VP2-Kapsidfraktion (0,5-0,8

ml) erfolgte mit einer 1 ml Spritze.
CsCI-Lésung A: 1,52 g/cn32 g CsCl in 50 ml TE-Puffer und 0,5 % TritonX@aL0

CsCl-Losung B: 1,22 g/cin16 g CsCl in 50 ml TE-Puffer und 0,5 % TritonXaL0

Kontinuierlicher CsCl-GradientDie gewonnene Kapsidfraktion (0,5 - 0,8 ml) auside

CsClI-Kissen wurde mit 12 ml CsCl-Lésung C gemisght 20 h in einem 14-ml-
Ultrazentrifugationsréhrchen bei 150000 g zentidag Durch Anstechen des
Rohrchens wurden Fraktionen von 500 pl gewonnenadschlieend im Dot-Blot auf
den Gehalt an VP2-Kapsiden getestet wurden.

CsCl-Lésung C: 1,29 g/cin25 g CsCl in 50 ml TE-Puffer

3.4.2 Reinigung von rekombinanten VP2-Partikeln aus Sf9+#isektenzellen

Das Zellpellet (siehe 3.2.3.2) wurde in 5 ml Lysifpr resuspendiert und 3 Auftau-
und Einfrier-Zyklen bei 37 °C bzw. —20 °C untervenf Das entstandene Homogenisat
wurde bei 4000 g zum Entfernen groRerer Zellbestdrdzentrifugiert. Der Uberstand
wurde dann auf ein CsClI-Kissen (2 ml CsCL-Lsg. & &l CsCl-Lsg. B) aufgetragen
und 4 h bei 150000 g ultrazentrifugiert. Die op&ende wurde mittels Anstechen des
Roéhrchens von der Seite gewonnen. Es wurde weiter imv 3.4.1.3 beschrieben

verfahren.

3.4.3 Denaturierende Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Durch das negativ geladene SDS im Polyacrylamidgel Proteinauftragspuffer wird
jedes Protein unabhangig von seiner Eigenladungtivegeladen und wandert deshalb
aufgrund seines Molekulargewichts. Nach Laemmli ethanli, 1970) wurden
Pufferldosungen mit unterschiedlichen pH-Werten am$&el- und Trenngel verwendet.
Die Probenproteine wandern von dem niederprozemtiammelgel (4 %) in das
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hoherprozentige Trenngel (7,5 - 12 %). Vor dem Gélag wurden die Proben mit
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 aufgekocht. Die Elektrophorese erfolgte in
Elektrodenpuffer bei 2,5 — 3 mA/cm Gellange. Derflfaw der Gelapparaturen und
deren Befullen ist den Vorschriften der Herstetlerentnehmen.

[5 X] Probenpuffer: 312,5 mM Tris/HCI, pH 6,8
5% SDS
25 %p-Mercaptoethanol
25 % Glycerin
2,5mM EDTA
1 Spatelspitze Bromphenolblau

Elektrodenpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

Trenngel: 8 — 15 % Acrylamid
375 mM Tris/HCI, pH 8,5
0,1 % SDS

Sammelgel: 4 % Acrylamid
125 mM Tris/HCI, pHb 6,8
0,1 % SDS

3.4.4 Trocknen von Polyacrylamidgelen

Zur permanenten Aufbewahrung wurden die Gele naebstellerangaben mit dem
DryEaseé™ Gel Drying System (NOVEX, San Diego, USA) getroekn

3.4.5 Silberfarbung von Polyacrylamidgelen

Die Silberfarbung von Proteinen in SDS-Polyacryldgelen ist 100-mal sensitiver als
die Coomassie-Farbung und hat ein Detektionslimit ¥-5 ng Protein. Das Gel wird
mit l6slichen Silberionen impragniert und durch eeirReduktionsreaktion mit

Formaldehyd entwickelt, wobei die mit Protein koeyeérten Silberionen einen

braunen Niederschlag bilden. Um reproduzierbareliirgse zu erzielen, ist es wichtig,
nur saubere Materialien und destilliertes Wassdyenwtzen.
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Das Polyacrylamidgel wurde zundchst 30 min in Figsing eingelegt und

anschlie3end fur 10 min in Inkubationslosung uUldetfiNach drei Waschschritten in
destilliertem Wasser fiur jeweils 5 min folgte dikdibation in Farbeldsung fir 10 min.
Anschlie3end wurde das Gel erneut fur 3 x 20 sstilliertem Wasser gewaschen und
mit Entwicklerlosung versetzt. Nachdem die gewitesthBanden sichtbar waren,

wurde die Reaktion mit 0,05 M EDTA-L6sung gestoppt.

Fixierldsung 40 % Methanol, 10 % Essigsaure
Inkubationslésung: 30 % Ethanol, 0,5 M NaAc, 8 mM N&,0s
Farbelbsung: 6 mM AgNG;, 0,02 % Formaldehyd
Entwicklerldsung: 0,2 M NaCG0;, 0,01 % Formaldehyd
Stopplésung: 0,05 M EDTA

3.4.6 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Pro Ansatz wurden 200 pl Probe und 50 pl eineridgiésung (Proteinassay
Farbkonzentrat, BIORAD, Minchen, Deutschland) ineeiMikrotiterplatte (Greiner,
Kremsmunster, Osterreich) gemischt und fir 5 — 6@ bei RT inkubiert. Die
Auswertung erfolgte bei einer Wellenlange von 536 m einem ELISA-Lesegerat
(Microplate Reader 550, BIORAD, Minchen, Deutsct)ammit entsprechender
Software. Als Eichstandard fungierten BSA-LOsungemit  definierten

Proteinkonzentrationen.

3.4.7 Western Blot-Analyse

Proteintransfer Vor dem Blotten wurden die Nitrozellulose-Membi(&mnoteari BASS5,
0,45um; SCHLEICHER&SCHULL, Keene, USA) und das Filterpgap(Gel-Blotting-
Papier GB004; SCHLEICHER&SCHULL, Keene, USA) in fiséerpuffer eingelegt.
Nach dem Aufbau der Blotting-Apparatur wurden dadyBcrylamidgele 25 min bei 3 -

5 mA/cnf auf die immobilisierende Membran geblottet. Dearlgfer konnte anhand
des vorgefarbtenProteingrof3enstandardpréstained protein standaydBIORAD,

Munchen, Deutschland) festgestellt werden
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Antikorper-DetektionNach dem Blotten wurde die Nitrozellulosemembii&m30 min

bei RT mit 5 % Magermilchpulver in TBS zum Blocleer der restlichen

Proteinbindestellen Gberfuhrt. Anschlielend foldjee Inkubation mit dem spezifischen
primaren Antikorper, der vor Anwendung nach Helstahgaben in TBS verdinnt
wurde. Die Inkubation wurde entweder fiir 1 h bei &ler UN bei 4°C durchgefihrt.
Danach wurde die Membran 3-mal fir 10 min mit TT@Svaschen und fir 60 min mit
dem sekundaren Antikorper (Meerrettich-Peroxidasstgiert, (HRP)) inkubiert, der

ebenfalls nach Herstellerangaben in TBS verdunntdetuEs folgten drei weitere
Waschschritte mit TTBS.

Entwickeln des Blotdie Entwicklung des Blots erfolgte durch Zugabe WREBCOM-
Blot TMB-Substratlosung (MIKROGEN, Neuried, Deutkuid). Das enthaltene
Tetramenthylbenzidin wird dabei durch® und den an den Antikdrper gekoppelten

Enzymkomplex oxidiert und verfarbt sich blaulichbgestoppt wurde die Reaktion
durch verdinnte 80y, die den Enzymkomplex zerstort. Zur weiteren Aufakrung
wurde die Membran getrocknet und eingeschweif3t.

Transferpuffer: 24,8 M Tris, 200 mM Glycin, 20 % MetOH

3.5 Immunchemische Methoden

3.5.1 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

3.5.1.1 Antikdrpernachweis tber ELISA

In eine Vertiefung einer ELISA-Mikrotiterplatte (Na-Immund™ Modules, Nunc,
Danemark) wurden 100 pl Kapsidlésung (0,5 — 2 pp/ml Verdinnungspuffer
(recomWell Verdunnungspuffer, MIKROGEN, Neuried, ubschland) vorgelegt und
UN bei 4 °C inkubiert. Nach dem Entfernen der Kdlisung folgte ein
Blockierungsschritt zur Abséttigung freier Protemdestellen mit 1x ROTI-Block
Lésung (ROTH, Karlsruhe, Deutschland) tber 1 hREi Nach funfmaligem Waschen
mit Waschpuffer (recomWell Waschpuffer, MIKROGEN,eWied, Deutschland)
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wurden 100 pl der primaren Antikorperlésung (1 plgbes monoklonalen VP2-
spezifischen Antikorpers 860-55D oder HumanserunVardinnungspuffer) in die
Kavitat pipettiert. Die Bindereaktion lief Gber 1 bei 37 °C. Nach erneutem
funfmaligem Waschen wurden 100 pl PBS mit dem se#ren HRP-gekoppelten
Antikorper zugegeben (Endkonzentration: 1 pg/mie Dkubation wurde 1 h bei 37
°C durchgefuhrt. Nach funf Waschschritten erfolgthe Zugabe der TMB-
Substratlosung (MIKROGEN, Neuried, Deutschlanded@i wurde nach 30 min durch
Zugabe von 25 % Phosphorséaure gestoppt. Die phtitisoiee Auswertung erfolgte bei

einer Wellenlange von 405 nm.

3.5.1.2 Antigen-capture ELISA

Der Antigen-capture ELISA verlief wie der oben Hesebene Antikérpernachweis
mittels ELISA (siehe 3.5.1.1) mit dem Unterschiddss die Mikrotiterkavitaten mit
100 ng des humanen Antikorpers 860-55D beschighieden. Die VP2-Kapside in der
Probenlosung binden an den immobilisierten Antikdérpnd werden durch Auftrag
desselben Antikdrpers detektiert (Sandwich-Auflqaiehe Abbildung 5).
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Substrat

o
Antik&rper
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Abbildung 5: Schema eines Antigen-Capture ELIS&Y; ©apture-Antikdrper sowie der Antikdrper zur
Detektion sind der monoklonale humane Antikoérpe)-B6 D. Der sekundare Antikdrper
ist ein HRP-gekoppelter, anti-humaner Antikérpess éaninchenserum. Die Antigene
sind VP2-Kapside.

3.5.2 T-Zell Proliferationsassay

Zur Vorbereitung wurden zwei B19-seropositiven sowinem seronegativen Spender
Blut abgenommen. Zur Trennung von Erythrozyten pedipheren mononukleéren
Zellen (PMBCs) wurde das Blut fur 30 min bei 170hgnononuclear cell separation
tubes(Vacutainer CPT, Beckton Dickinson, Franklin Lak&g§A) zentrifugiert und 2x
mit PBS gewaschen. Die gewonnenen PMBCs wurderPiMIRViedium resuspendiert,
das mit 20 mM HEPES, 100 pg/ml Penicillin/Streptemy 2 mM L-Glutamin, 50 uM
B-ME sowie 10 % humanem B19 IgG-positivem AB-Seru@AMBREX, East
Rutherford, USA) supplementiert wurde. Die Zahl BMBC wurde in einer Neubauer
Zahlkammer bestimmt und in einer Menge von 2 X Zéllen pro Kavitat und 150 pl

Volumen in einer 96-welU-bottom-plate(Corning, Schiphol-Rijik, Holland) ausgesaét.
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Alle Proben wurden als Triplikate angesetzt. Prean wurden 50 ul Antigenlésung
(VP2-Kapsidlésung; [c] von 2,5 pg/ml in PBS) zudege. Die VP2-Kapsidlésung
wurde vorher extensiv gegen PBS dialysiert, um ig@&gEndotoxin das falsch positive
Resultate erzeugt hatte, zu entfernen. Nach 3 Tagede der Uberstand fur die
Interferony Messungen abgenommen. Das Zytokin wurde durcméinenmerziellen

ELISA (Opt EIA Inf+y, Beckton Dickinson) nachgewiesen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 Konstruktion des Expressionsvektors fur die VP2-Preeinsynthese in Hefe

Fur die Expression des VP2-Gens von Parvovirus iB1Saccharomyces cerevisiae
wurde der pYES2-Vektor von Invitrogen gewahlt. Didarakteristika des Plasmids
sind der starke induzierbare Gall-Promotor, deziefite -transkriptionelle Terminator
CYC1, dagi-Lactamase-Gen zur Selektion Ampicillin-resistemeombinanteE. coli
sowie das Gen fiur Orotidin-5'-Phosphat DecarboeyldsRA3) als auxotropher
Selektionsmarker nach Transformation in die BaokkerhDie Klonierung des Vektors
ist in Abbildung 6 dargestellt. Das VP2-Gen wurdigets PCR amplifiziert, wobei die
entsprechenden Primer Restriktionsschnittstellendié@ Klonierung tbeHindlll (5'-
Primer) undXbal (3’-Primer) aufwiesen. Als Matrize fiir die PCRnfyierte das Plasmid
pJB, welches das gesamte Genom von Parvovirus Bh® die ITRs enthalt. Nach
Amplifikation des VP2-Gens wurde das PCR-Produktisaler Vektor pYES2 mit den
Endonukleasermdindlll und Xba verdaut und anschlie3end ligiert. Das Ergebnis de
Klonierung war der Vektor pYES2/VP2 der das VP2-Geter Kontrolle des Gall-

Promotors enthielt.
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HindIll AAGCT_T

Xbal

\

VP2 PCR-Fragment 1677 bp

Verdau des

Ausgangsvektors und

des PCR-Fragments

mit anschliel3ender
Ligation

Xbal

g,

PYES2/VP2
7433 bp

Hindlll

Abbildung 6: Klonierungsschema von pYES2/VP2; GaBromotor, CYC: Transkriptioneller
Terminator, Ampicillin: Gen flurg-Lactamase; URA 3: Gen fur Orotidin-5'-Phosphat
Decarboxylase, 2u: Replikationsursprung.
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4.1.2 Konstruktion des Expressionsvektors fur die VP1/VP2Co-Expression

Fur die Expression der Gene VP1 und VP2 wurde dektdr pESC-URA von
Stratagene gewahlt, der die beiden gleich starkem&oren Gall und Gall0 enthalt.
Die gegenlaufige Anordnung der Promotoren erlaubtkdonierung und Expression
von zwei Genen. Die weiteren Charakteristika wi¢el@®nsmarker, transkriptionelle
Terminatoren und Selektionsmarkergen entsprechafenigen des pYES2 Vektors
(siehe 4.1.1). Die Klonierung verlief nacheinandeopei zunachst das VP2-Gen und
dann das VP1-Gen einkloniert wurde. Das VP1- ursl \d82-Gen wurden aus dem
Vektor pJB, der das gesamte Parvovirus-B19-Gendhakramplifiziert. Anschliel3end
wurden beiden Amplifikate mit den in Abbildung 7 abl markierten
Restriktionsendonukleasen verdaut und aufgereidgt. Vektor pESC-URA wurde
zunachst nur mit den EnzymdfcoRl und Notl verdaut und Uber ein Agarose-Gel
gereinigt. Anschlieend wurde der linearisierte tdekmit dem VP2-Gen ligiert.
Danach wurde der Vorgang mit dem VP1-Gen und dedoBwkleasenXhd und
Hindlll wiederholt. Der fertige Vektor enthielt nun d&81-und das VP2-Gen. Das
VP1-Gen stand dabei unter der Kontrolle des Gatitv@tors, das VP2-Gen unter der
des Gal10-Promotors. Die Klonierung wurde nach dreillonierungsschritten mittels
eines Endonukleasenkontrollverdaus Uberprift. Dabarde das EnzymBanH1
verwendet, welches innerhalb des VP2-Gens sowieVektor nach dem Gall0-
Promotor schneidet. Anhand des spezifischen Bandstens konnte die Klonierung
verifiziert werden (nicht gezeigt). Der Vektor pERRA/NP1/VP2 wurde
anschlieBend in den Hefestamm HT393 transformiert.
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pESC-URA

Notl GC'GGCC_GC
EcoRl G'AATT_C

Xhol C'TCGA_G
Hindlll AAGCT_T

+

[ Xhol
LI Hindlll
— EcoRI

=— Notl

VP1 PCR-Produkt 2356 bp VP2 PCR-Produkt 1679 bp
Ligation der PCR-Produkte

nacheinander mit dem
Ausgangsvektor
Hindlll

Abbildung 7: Klonierungsschema  von  pESC-URA/VP2{VP Gall: Promotor, CYC1:
Transkriptioneller Terminator, Ampicillin: Gen fiup-Lactamase; URA 3: Gen fir
Orotidin-5'-Phosphat-Decarboxylase, 2u: Replikagorsprung. Die Klonierung der
beiden Gene VP1 und VP2 verlief nacheinander. Zwstagurde das VP2-Gen mit dem
Vektor ligiert, anschlieRend in einer zweiten Kimning das VP1-Gen.
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4.1.3 Wabhl des geeigneten Expressionsstammes

Fur die initialen Versuche wurde der auxotrophelaiile Hefestamm INVScl, der
zusammen mit dem Expressionsvektor pYES2 von Ioyén vertrieben wird,
verwendet. Dieser Stamm wachst zu hohen Zelldichitehhat verschiedene genetische
Selektionsmarker (siehe 2.3), was vielseitige Vewiarkeit garantiert. Hefezellen, die
mit dem Vektor pYES2 (siehe Abbildung 6) transfagrhiwurden, produzierten nach
Induktion mit Galaktose VP2-Protein, jedoch zeigtée Western-Blot-Analyse
signifikante Proteindegradation (siehe AbbildungSpuren 2-5). Diese konnte selbst
durch den Einsatz von Protease-Inhibitmsriiplete protease inhibitor cocktaiRoche),
nicht reduziert werden, dessen Einsatz im Gro3rabli&tirch die damit verbundenen
Kosten sowieso nicht praktikabel ware (siehe Ahbilgl 8, Spuren 4-5). Um den VP2-
Proteinabbau zu reduzieren, wurde deshalb der téefes HT393, der unserem Labor
von Dr. Michael Broker (Chiron-Behring, Marburg, Wschland) zur Verfiigung
gestellt wurde, verwendet. HT393 ist defizient Tteile des Proteasoms, vakuolarer
sowie verschiedener Metalloproteasen (Lipps etl8B6). Beide Hefestamme (INVScl
und HT393) wurden unter gleichen Aufschluss- undzuamtbedingungen auf ihre
proteolytische Aktivitdt untersucht. Um die Zelliah zu normieren, wurden die tber
48 h gewachsenen Hefezellen pelletiert und dagtgelivicht bestimmt. AnschlieRend
wurden die Pellets in den entsprechenden Puffarfisu resuspendiert, sodass die
Zellzahl pro Milliliter in allen Ansatzen gleich waDabei wurden pro Stamm vier
Aufschlusspufferansatze getestet: PBS pH 8,0 (Abbiy 8, Spuren 2 und 7), PBS pH
8,0 mit 5 mM EDTA (Abbildung 8, Spuren 3 und 8), BH 8,0 mit Rocheomplete
protease inhibitor cocktai{Abbildung 8, Spuren 4 und 9) und PBS pH 8,0 mih/g
EDTA und Rocheomplete protease inhibitor cockt@bbildung 8, Spuren 5 und 10).
Es wurde ein basischer pH-Wert gewéhlt, da bexaits einer anderen Arbeitsgruppe
gezeigt wurde, dass die Extraktion rekombinantestetre bei diesem pH besser
verlauft (Sico et al., 2002). EDTA und Proteaseiditbr wurden zugesetzt, um den
Proteinabbau wahrend des Aufschlusses zu verhin@awohl derSaccharomyces
Stamm INVScl als auch HT393 produzierten VP2-PmnotBie Versuche zeigten bei
beiden Stammen keine Zu- oder Abnahme der VP2-RrBtegradation bei der

Verwendung von Protease-Inhibitor oder EDTA allegmavie in Kombination beider
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Stoffe. Beim Auftrag auf das Polyacrylamid-Gel wemdauch nicht-aufgeschlossene
Hefezellen des Stammes HT393 bertcksichtigt (sishkildung 8, Spur 6). Diese

Probe zeigte das gleiche Ausmald an VP2-Proteinabbaudie aufgeschlossenen

Proben.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
75 kD—»
. . VP2
58 kD —» -‘—ww% ,"4_
50 kD—» g =
\
:.‘ * m—
- o ;.. — - —
Abbildung 8: Vergleich der rekombinanten VP2-Pimggnthese in dem S.-cerevisiae-Stamm INVScl

(Spuren 2-5) und HT393(Spuren 6-10) nach Transftamamit dem Vektor pYES2.
Western Blot eines denaturierenden 8 %igen Polyacrig-Gels. Die Hefezellen wurden
mit 2 kbar Hochdruck aufgeschlossen. Die Zelllysaterden 1:10 verdinnt, mit
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C aufgeko&bfgetragen wurden pro Spur
jeweils 15 pl. Die Detektion der VP2-Proteine agtel mittels des monoklonalen
Antikérpers MAB8283 von Chemicon in einer 1:2000 rdUWenung. Als
Sekundarantikorper fungierte ein HRP-konjugiertalyglonaler anti-Maus-Antikdrper
aus der Ziege. Die Farbreaktion wurde mit der ad§Bobasierenden Lésung Recomwell
von MIKROGEN durchgefihrt.

Spur 1: Molekulargewichtsstandard; Spuren 2-5: \®tein produziert in dem
rekombinanten Saccharomyces- cerevisiae-Stamm MNM&eschlossen mit PBS pH 8,0
(2), PBS pH 8,0 und 5 mM EDTA (3), PBS pH 8,0 wrdpiete Protease-Inhibitor (4),
PBS pH 8,0 und 5mM EDTA sowie complete Proteasigitah(5); Spuren 6-10: VP2-
Protein Protein produziert in dem rekombinanten @aromyces- cerevisiae-Stamm
HT393 nicht aufgeschlossen (6), mit PBS pH 8,0RBS pH 8,0 und 5 mM EDTA (8),
PBS pH 8,0 und complete Protease-Inhibitor (9) @& pH 8,0 und 5 mM EDTA sowie
complete Protease-Inhibitor (10)

4.1.3.1 Diskussion

Nach der

Induktion der Genexpression durch Zugalbe ¥alaktose in den

Hefestammen INVScl und HT393 zeigte sich bei exsteein deutlicher Abbau der

VP2-Proteine. Bei dem Stamm INVScl hatte man bei#gwendung von Protease-

Inhibitor und EDTA erwartet, dass der VP2-ProteipbAu zuriickgehen wirde, da
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INVScl nicht proteasedefizient ist. Daher konnten Hefe INVScl vorhandene
zellulare Proteasen sowie das Proteasom durch itotgh wie EDTA oder den
complete protease inhibitdvlockiert werden. Bei der Hefe HT393 sollte dendaitz
von Protease-Hemmstoffen keinen signifikanten Effedgen, da diesem Stamm die
wichtigsten Proteasen fehlen. Offenbar findet deoldachtete Proteindegradation
wahrend des Wachstums der Hefezellen statt und arsh beim Aufschluss. Deutlich
wird das in Abbildung 8, Spur 6, die in SDS-Auftspgffer aufgekochte, nicht
aufgeschlossene Hefezellen des Stamms HT393 Zesgist das gleiche Ausmald an
Abbau wie in aufgeschlossenen Hefezellen zu bedbachAllerdings ist der
abbaubedingte Verlust an VP2-Protein bei HT393 ladugeringer als bei INVScl.
Dies liegt vermutlich an der geringeren Proteaseitdtt wahrend des Wachstums bei
dem Stamm HT393.

4.1.4 Aufschlussmethoden firSaccharomyces cerevisiae

Zur Reinigung der irs. cerevisiag@roduzierten VP2-Proteine in partikularer Form war
es notwendig, Methoden zu etablieren, die einenliofi&y vollstandigen Aufschluss
der Hefezellen erméglichte ohne die Struktur demsAhnlichen-Partikel zu zerstoren.
Fur die Lyse der Hefezellen HT393 wurden zwei Veiestiene Verfahren getestet; eine
enzymatische mit Lytikase (Sigma, Taufkirchen, Behtand) und die Behandlung der
Zellen mit Hochdruck in einenBasic Z cell disruption systerflUL Instruments,
Kdnigswinter, Deutschland). Die Wachstumsbedingangar den Aufschllissen waren
dabei gleich. Die Hefezellen wurden tber 48 h38ePC inkubiert. Nach 24 h wurde
dem Medium frische Galaktose (2 % Endkonzentratzaigegeben. Die optische Dichte
beim Erntezeitpunkt lag bei einem Wert von 40. Belen wurden pelletiert, gewogen
und in PBS, pH 7,5 resuspendiert (4 ml pro Gramiip2ket).

Lytikase (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) wurdecmadem Pelletieren der
aufzuschlielRenden Hefezellen direkt in das Aufssdredium (PBS, pH 7,5) in einer
Konzentration von 1 U/ pl gegeben. Die Zellen wartei Raumtemperatur fir 90 min

unter Schitteln inkubiert und im Anschluss im Lmoikroskop hinsichtlich der
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Vollstandigkeit der Aufschlussprozedur Uberprufitikase war in der verwendeten
Konzentration nicht in der Lage die Hefezellen ygsidren. Alle Zellen blieben intakt

(nicht gezeigt).

Alternativ wurde ein Aufschluss d&accharomycegellen HT393 mit Hochdruck im
Basic-Z-Zellaufschlusssystem durchgefthrt (siehe bildiong 9). Die
Hefezellsuspension wurde in das Einflllreservos Basic-Z-Systems gefullt und der
Aufschluss gestartet. Das Gerat kann dabei 200 rodegsieren, danach musste das
Reservoir wiederaufgefullt werden. Der Aufschlussurde bei 2 kbar unter
Wasserkihlung dber einen Kryostaten bei 4 °C dwafétgt. Der Erfolg der
Aufschlussmethode wurde lichtmikroskopisch festgjéist Nach einem Durchlauf
waren etwa 90 % der Zellen zerstort (siehe Abbigduth0). Ein zweiter
Prozessierungsschritt, der ebenfalls bei 2 kbactdyefuhrt wurde, flihrte zu keiner

Steigerung der Zahl zerstorter Zellen.

Abbildung 9: Basic Z Zellaufschlusssystem
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Abbildung 10: Lichtmikroskopische Aufnahmen vonfelglen; A: 200x VergréRerung intakter
Hefezellen B: 200x VergroRerung aufgeschlossenédiben nach einem Durchlauf bei
2 kbar; die Pfeile zeigen Zellbruchstiicke zerstiziglen

4.1.4.1 Diskussion

Die Zellwand der Backerhefe besteht aus Chitinl,3*- und 3'-1,6-Glucan und
mannosylierten Proteinen. Aufgrund ihrer Widerssdaligkeit sind die Hefezellen
schwer zu lysieren. Wahrend H&i coli die Zellwand meist mit Ultraschall oder durch
Druck mit einer French Press zerstort werden kasingd bei der Hefe starkere
physikalische Krafte notwendig. Das é&lteste bel@an8ystem zum Entfernen der
Zellwand der Backerhefe ist die Verwendung von Dawrrym aus Nacktschnecken
(Millbank and Macrae, 1964). Spater wurden die sarken Bestandteile der Lytikase
(Zymoylase) entdeckt, die eine Mischung aus Enzynuamstellt, welche die
glykosidischen Bindungen der Zellwand hydrolysiek@&mnen (Scott and Schekman,
1980). Der Nachteil des enzymatischen Zellaufsgesisbestenht darin, dass die
Enzymaktivitat von der Zelldichte und den Wachstbetsngungen abhangt. So ist der
optimale Wirkungsbereich der Lytikase eine Zellpagon mit der optischen Dichte
zwischen 0 und 1, wobei langere Inkubationszeitée Kefezellen zunehmend
unempfindlich gegeniber der Lytikase machen (Owetllal., 1998). Grund ist die dann
vermehrt auftretendep-1,6-Glucanbildung an der Zellwandoberflache, diee d
Sensitivitat gegenuber Lytikase verringert (gulllseanga and Francois, 2003). Dies ist
vermutlich auch bei der Backerhefe HT393 in demd.ih4 beschriebenen Experiment
der Fall, bei dem die Hefezellen bis zu einer O ¥® gewachsen waren. Da die
Backerhefe VP2-Kapside in hohen Ausbeuten liefeth sind hohe Zelldichten (OD >
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30) und Wachstumszeiten tber 2 Tage unumgangliodass die enzymatische
Aufschlussvariante entfallt. Ein weit verbreitet@gstem zur mechanischen Zerstérung
der Zellwand ist die Verwendung von Glasperlena@mem Durchmesser von 0,2 — 1,0
mm in einem Glasmuhlenschiittler. Die Hefezellendeardabei durch die entstehenden
Scherkréafte und die direkte Kollision mit den Glagg&ln zerstort. Das Verfahren ist mit
einer Aufschlussrate von Uber 90 % sehr effizidoth sind viele Durchlaufe nétig um
grof3e Zellpelletmengen zu prozessieren (nicht gézedudem kann keine andauernde
Kihlung gewahrleistet werden. Virale Kapside wies ddepatitis-B-Oberflachen-
Antigen konnten bei diesem Verfahren jedoch in gWasbeute gewonnen werden
(Miyanohara et al., 1983). Ein weiteres sehr effites System des Zellaufschlusses ist
der Einsatz von Hochdruck. Anders als bei Bakteridie sich schon bei 1 kbar
aufschliessen lassen, ist bei der Backerhefe eutkDvon 2 kbar notwendig. Gangige
French-Press-Gerate erreichen lediglich 1,5 kbar.ldéi diesem Druck maoglichst alle
Hefezellen in einem Ansatz aufzuschliessen, wéarehrare Durchlaufe notig gewesen.
Dies ware jedoch wahrscheinlich der VP2-Kapsid$itéabinicht zutraglich gewesen.
Deswegen wurde fur den HefeAufschluss das Basigsieth gewéhlt. Das Gerat kihlt
die Probe im Gegensatz zur regularen French-Podsmsvahrend des Aufschlusses
und kann Driicke bis zu maximal 2,7 kbar generidriiinere Dricke als 2 kbar wurden
nicht gewéhlt, da die Hydraulik bei Vollauslastustgrk strapaziert wird und das Gerat
deshalb bei langerem Aufschluss lberhitzen kann dewsh fir mehrere Stunden
einsatzsunfahig wird. Ein Druck von 2 kbar erwiehsals ausreichend um 90 % der
Hefezellen zu zerstéren. Obwohl weitere Hochdruckte zu einem 100 %-igen
Aufschluss héatte fuhren kénnen, wurde darauf vhtetc Grund hierfir war, dass die
VP2-Kapside selbst bei wiederholtem Hochdruck in nzElproteine oder
Kapsidbruchstticke zerfallen kénnten, die dann wdidddeine Reaktivitat in ELISA-
Tests mit konformationsspezifischen anti-VP2-Antp&rn gezeigt hatten. Aul3erdem
wirden verschieden grosse VP2-Kapsidbruchstiickerssttiedliche Schwimmdichten
im CsCI-Dichtegradienten aufweisen, sodald eine elifyjung Uber dieses Verfahren

nicht moglich gewesen ware.

72



Ergebnisse und Diskussion

4.1.5 Optimierung der Anzuchtbedingungen fir die Kapsidproduktion in
Backerhefe

4.1.5.1 Mediumzusammensetzung

Das Standardprotokoll des Herstellers des pYESZerekm Zusammenspiel mit dem
Hefestamm INVScl empfiehlt nach der initialen Anzucder Hefe in
Selektionsmedium ohne Uracil die Induktion der Gegmession in demselben Medium
mit dem Unterschied, Galaktose anstatt Glukosé&aldenstoffquelle zuzusetzen. Fir
die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden Hefezellen bis zu einer
optischen Dichte von 4 in Selektionsmedium gehalieth anschlieRend in Volimedium
mit Galaktose uberfuihrt (YPDG). Nach 24 h wurdemddedium alle Bestandteile in
Pulverform zugesetzt, um kontinuierliches Wachstuumgewahrleisten. Dabei wurde
untersucht, welche Mengen an Hefe-Extrakt, Peptdalaktose und Glukose die
hochste Zellzahl und Proteinausbeute nach 48 arfeaf. Zunachst wurde getestet, ob
bei Induktion der Genexpression die Zugabe von ek eine hohere VP2-
Proteinausbeute lieferte. Dazu wurden dem Induktiedium entweder keine, 1 %
oder 2 % Glukose zugesetzt (siehe Abbildung 11y&8pa-4). Die Hefezellen wurden
nach 24 h geerntet und mittles Hochdruck bei 2 kodgeschlossen. Hierbei ergab sich,
dass die Menge der zugesetzten Glukose die VP2iRnoénge pro Gramm Zellpellet
nicht beeinflul3te. Allerdings waren die Zellepdléiei den Ansatzen, die mit Glukose
inkubiert wurden, durschnittlich 10-15 % schweramabhangig davon, ob 1 % oder 2
% Glukose zugesetzt wurde. Die Zellpellets, die ausem Liter Kultur nach 24-
stundiger Inkubation erhalten werden konnten, wogemschen 30 und 40 g. Im
nachsten Schritt sollte getestet werden, ob bei deneuten Zugabe von
Mediumsupplementen die VP2-Proteinmenge nach 4&igjér Inkubation erhdht war.
Zu diesem Zweck wurden dem Medium der Hefekulturhna4 h erneut Galaktose,
Glukose, Pepton und Hefe-Extrakt in verschiedeneendén zugesetzt (siehe
Abbildung 11, Spuren 5-11). Die VP2-Proteinmenge @ramm Zellpellet verdnderte
sich durch die Zugabe der verschiedenen Supplemantbt. Lediglich das
Pelletgewicht unterschied sich bei den einzelneséfaen. So wogen die Pellets aus

den Ansatzen, zu denen nur Galaktose oder Galaktubé&slukose zugegeben wurden
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im Schnitt 10 % weniger als jene die mit allen Medsupplementen (Galaktose,
Glukose, Hefe-Extrakt und Pepton) versetzt wurdeas Pellet einer 1-Liter-Kultur

nach Zentrifugation bei 4000 g Uber 10 min wog dabga 50 g.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
75kD —> "R

58 kD —» -

<—
50 kD —> VP2

37 kD —> -

Abbildung 11: Vergleich verschiedener Induktiomibgungen zu Beginn der Inkubation der
Hefezellen HT393 und bei erneuter Medienzugabe 2dch. Western Blot eines
denaturierenden 8 %igen Polyacrylamid-Gels; Die é#ellen aus allen Proben
wurden mit 2 kbar Hochdruck aufgeschlossen. Didlyzate wurden 1:10 verdinnt,
mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C awgbt. Aufgetragen wurden pro
Spur jeweils 15 pl. Die Detektion der VP2-Proteimefolgte mittels des
monoklonalen Antikérpers MAB8283 von Chemicon irereil:2000 Verdinnung.
Als Sekundarantikérper fungierte ein HRP-konjugierpolyclonaler anti-Maus-
Antikérper aus der Ziege. Die Farbreaktion wurdet oher auf DAB basierenden
Lésung Recomwell von MIKROGEN durchgefuhrt.Die Fealation wurde durch
Zuagabe verdlnnter 330, gestoppt.

Spur 1: Molekulargewichtsstandard; Spuren 2-4: \l®®tein aus induzierter Hefe
HT393 nach 24 h Wachstum, Spuren 5-11: VP2-PratemHefe HT393 nach 48 h
Wachstum, wobei Supplemente nach 24 h erneut Zugegeurden. Spuren 12, 13:
Kontroll-VP2-Protein  produziert mittels des Baculogexpressionssystems.
Nachfolgende Prozentangaben beziehen sich auf dieglan Supplementen zur
Induktion der Genexpression in der Hefe HT393 zgilBeder Inkubation; Spur 2:
2 % Pepton, 1 % Hefe-Extrakt, 2 % Galaktose. Spu? 36 Pepton, 1 % Hefe-
Extrakt, 2 % Galaktose, 2 % Glukose, Spur 4: 2 %té® 1 % Hefe-Extrakt, 2 %
Galaktose, 1 % Glukose. Die Proben 5-11 wurden Zaitpunkt 0 mit 2 % Glukose,
2 % Galaktose, 2 % Pepton und 1 % Hefeextrakt ieduz Folgende
Prozentangaben beziehen sich auf die erneute Zugab®upplementen nach 24-
stiindiger Inkubation.. Spur 5: 2 % Galaktose, 2 WkGse, 2 % Pepton, 1 % Hefe-
Extrakt, Spur 6: 2 % Galaktose, 1 % Glukose, 2 Ytée 1 % Hefe-Extrakt, Spur
7: 2 % Galaktose, 2 % Glukose, 1 % Pepton, 0,5 %eifsxtrakt, Spur 8: 2 %
Galaktose, 1 % Glukose, 1 % Pepton, 0,5 % HefeakktSpur 9: 2 % Galaktose, 2
% Glukose, Spur 10: 2 % Galaktose und 1 % GlukSpar 11: 2 % Galaktose.

4.1.5.1.1 Diskussion

Nach Hersteller-Protokoll sollte fur die Produktiorekombinanter Proteine in

Saccharomyces cerevisiae allen Schritten Selektionsmedium ohne Uraciweandet
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werden. Dies resultiert jedoch aufgrund des gergge Nahrstoffangebots in
langsamerem Wachstum der Zellen und zu geringemsaobgin Dichten in der
vorgegebenen Inkubationszeit. Deshalb wurden diderZenach Erreichen einer
optischen Dichte von 4 in Volimedium (YPDG) mit Gkiose Uberfuhrt. Dabei entfallt
fur die Hefezellen der Selektionsdruck. Dies konddeu fihren, dass die Zellen das
eingeschleuste Plasmid wieder verlieren. Broker Migrbeiter hatten hingegen bei
verschiedenen Hefestammen den Plasmidverlust bestiond konnten udber die
Wachstumsdauer keinen entscheidenden Verlust ddstst(Broker et al., 1991). Die
Zugabe von Glukose in das Induktionsmedium solliggrand der reprimierenden
Eigenschaften des Zuckers auf die Produktion vommiproteinen negative
Auswirkungen haben (siehe 1.8.8). Dies steht ime@satz zu den beobachteten und in
der Literatur beschriebenen Ergebnissen, bei dafienZugabe von Glukose die
Zellzahl und Proteinausbeute in gegenteiliger Wamesitiv beeinflusst. Bei der
Produktion des Blutgerinnungsfaktors Xllla konntee dProteinausbeute maximiert
werden, wenn zu Beginn der Induktion neben Galakimsch Glukose prasent war
(Broker et al.,, 1991). In oben beschriebenen Vdrsikonnte keine Korrelation
zwischen Glukosezugabe und erhohter VP2-Proteinengedunden werden. Die von
Broker und Mitarbeitern gefundenen Kultivierungsibgdngen liessen sich nicht auf
die Produktion von rekombinanten VP2-Kapsiden iibgen, zumal bei diesen
Versuchen nicht der pYES2-Vektor zum Einsatz kane Dugabe von Glukose zum
Kulturmedium hatte jedoch durch ihre im Vergleichu Zalaktose schnellere

Metabolisierung einen positiven Effekt auf die Gatzellmenge.

4.1.5.2 Abhangigkeit der VP2-Proteinausbeute von der Anztteimperatur

Um zu untersuchen, ob bei der rekombinanten VPZXidgpoduktion inS. cerevisiae
die Anzuchttemperatur eine Rolle spielt, wurdenKiidgturen entweder bei 26 °C oder
30 °C angezogen und nach dem Aufschluss im We8ietnauf VP2-Proteinausbeute
verglichen (siehe Abbildung 13). Die Zellen wurdem Selektionsmedium (SD-
Dropout) bis zu einer OD von 4 angezogen und aregddhd in Induktionsmedium
(YPDG) Uberfuihrt. Nach 24 h wurden die Zellen m25alaktose supplementiert. Die

Hefezellen beider Kulturen wurden nach 48 h geéernédzentrifugiert und die
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Pelletgewichte bestimmt. Das Zellpellet aus denfG®nsatz wog 49 g, das aus dem
26 °C-Ansatz 36 g, wobei das Kulturvolumen in beid€illen ein Liter betrug.
Anschliel3end wurden die Zellen in PBS aufgenomndemi pro Gramm Zellpellet),
mittels Hochdruck bei 2 kbar aufgeschlossen undPditeine fur die Gelelektrophorese
vorbereitet. Die VP2-Proteinmenge wurde im Lysat, Wberstand und zugehérigem
Pellet nach einer initialen Zentrifugation bei 409@ind im Uberstand nach einer 15
mindtigen Zentrifugation bei 50000 g analysiert i(iRpingsschema siehe Abbildung
12). Sowohl im Lysat als auch in den Fraktionenrrhfolgenden Reinigungsschritte
war im Ansatz, der bei 26 °C angezogen wurde, n"f&¥2-Protein enthalten als in dem
30 °C-Ansatz (siehe Abbildung 13). Eine genaue @iEarung konnte nicht
vorgenommen werden, da alle Proben neben dem Vé2#rrSaccharomyces
spezifische Proteine enthielten. Eine Abschatzurey die Bandenstarke ergab jedoch
eine etwa doppelt so hohe Menge an VP2-ProteinGnamm Zellpellet bei einer
Anzuchttemperatur von 26 °C im Vergleich zu 30DP& Gesamtzellmenge war jedoch

in dem 30 °C-Ansatz hoher.
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Aufechlufd bei
2 kbar

Wachstum tiber 48 h

Zelllysat
Abbildung 12,
Spuren 2,3
Zentrifugation bei
4000 g
-—
> Uberstand
Lbbildung 12,
Spuren 6.7 \
) ; : ; Analyse 1m
Zentrifugation b
Pellet mit R SRR Western Blot
Zellbruchstiicken 50.000 g ’
Abbiddung 12, Spuren 4,5

m—p | Uberstand

Abbildung 12,
Spuren 8.9

Analyse im Western Blot

=y Tcllct =ese  yerwerfen

Abbildung 12: Reigungsschema fiir die Uberpriifung Bimflusses der Anzuchttemperatur auf die VP2-
Proteinausbeute.
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75 kD—>»

50 kD —»

37kD —

Abbildung 13: Abhé&ngigkeit der VP2-Proteinsynth@seSaccharomyces-Stamm
HT393 (transformiert mit pYES2/VP2) von der Anzigchperatur.
Western Blot eines denaturierenden 8 %igen Polyacrig-Gels;
Die Hefezellen aus allen Proben wurden mit 2 kbachtiruck
aufgeschlossen. Die Zelllysate wurden 1:10 verduinmit
Probenpuffer versetzt und 5 min bei 95 °C aufgeka@akfgetragen
wurden pro Spur jeweils 15 pl. Die Detektion der2vi®oteine
erfolgte mittels des monoklonalen Antikérpers MA&EB2/0n
Chemicon in einer 1:2000 Verdinnung. Als Sekundi@mper
fungierte ein HRP-konjugierter, polyclonaler antalk-
Antikérper aus der Ziege. Die Farbreaktion wurdet méer auf
DAB basierenden Ldsung Recomwell von MIKROGEN
durchgefiihrt. Spur 1: Molekulargewichtsstandarduf&m 2, 4, 6,
8: Wachstum bei 30 °C. Spuren 3, 5, 7, 9: Wach$tein®6 °C.
Spuren 2 und 3: Zelllysat nach Aufschluss; Spuvenl, 4: Pellet
nach Zentrifugation des Zelllysats bei 4000 g; $pub und 6:
Uberstand des Zelllysats nach Zentrifugation bed@t@; der hier
gewonnene Uberstand wurde nun erneut bei 50000 ¢5imin
zentrifugiert, wobei dabei wieder der Uberstandegstet wurde
Spuren 7 und 8: Uberstand nach Zentrifugation bed@® g.
Abbildung 12 zeigt die Reinigungsschritte nochmialseinem
Schema.

4.1.5.2.1 Diskussion

Die Wachstumstemperatur kann einen grof3en Einfu$slie Stabilitdt, Ausbeute und
Loslichkeit der gebildeten rekombinanten Proteireben. In E. coli kann eine
Absenkung der Anzuchttemperatur von 37 °C auf 183-°C die Lo6slichkeit und
Ausbeute rekombinanter Proteine erhéhen (Scheid4)2@hnliches gilt auch fur die
Proteinsynthese in Hefe. Ein hoherer Anteil von Rithia pastoris produziertem
HBsAg war korrekt gefaltet, wenn die Zellen wéhreddr Induktion langsamer
wuchsen (Cregg et al., 1987). Wie auch bei HBsAgiex sich eine niedrigere

Anzuchttemperatur fur die VP2-Proteinsynthese Saccharomyces cerevisiaals
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vorteilhaft. Da VP2-Proteine in sehr groRen MengerHefe synthetisiert werden,
besteht die Méglichkeit, dass das zellulare Chapmsrstem Uberfordert und bei 30 °C
dem hohen Proteinumsatz nicht gewachsen ist. @ieB k einer geringeren Menge an
korrekt gefaltetem VP2-Protein resultieren, dash sidann aufgrund falscher
Konformation nicht in Kapside inkorporieren kann.
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4.1.6 Reinigung von VP2-Kapsiden aussaccharomyces cerevisiae

=

— Zelllysat

Aufschluss b
2 kbar

Wachstum tiber 48 h

Zentrifugation be|
4000 g

Zentrifugation bei
100000 g Gber 1 h -
—— ?Ub:l(.-:‘)rStand ——

Uberstand (U2)

. Pellet mit

Auftre}g an. CSCI'.K'Ssen’ Zellbruchstiicken (P1)
Zentrifuagtion bei 150000 g

tber 4 h

Pellet

(P2) \

1

verwerfen

Zentrifugation von B1 in
CsCl bei 150000 g ubet

Untere, opake | ogp Opake Bande

Bande > im oberen

abnehmen (B1) Drittel
abnehmen (B2)

Abbildung 14: Reinigungsschema der VP2-Kapside Sarscharomyces-cerevisiae-Stamm HT393, alle

Fraktionen, die in Kasten dargestellt sind, wurdiem Western Blot untersucht. Die
Erklarung der einzelnen Schritte folgt im Text.
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Der erste Schritt zur Aufreinigung von VP2-Kapsidear der Druckaufschluss der
Backerhefe HT393 bei 2 kbar, der 90 % aller Zellerstorte (siehe 4.1.4). Es folgte ein
niedrig-touriger Zentrifugationsschritt bei 4000 gm noch intakte Zellen, grof3e
Zellfragmente und Zellkerne abzutrennen. Obwohl @mof3teil der VP2-Kapside bei
diesem Schritt im Uberstand (U1, siehe Abbildung i4érblieb (siehe Spur 4,
Abbildung 16), fanden sich auch im Pellet signifitaMengen an VP2-Protein (siehe
Spur 3, Abbildung 16). Diese im Pellet befindlichéR2-Proteine konnten weder mit
PBS, welchem 1 % SDS oder 0,5 % Triton X 100 zugéseurde, noch mit PBS, pH 9
extrahiert werden (nicht gezeigt). Auch eine erk6hemperatur von 50 °C brachte
keinen Erfolg. Fur die Aufreinigung der VP2-Kapsideirde deshalb der Uberstand
(U1) verwendet, der anschlieBend fiir 1 h bei 100§@ner Differentialzentrifugation
unterworfen wurde (siehe Abbildung 14 und Spur 6biklung 16). Der hierbei
gewonnene Uberstand (U2) wurde weiter verwendet,Ridlet (P2) verworfen (siehe
Abbildung 14). Dieser Schritt entfernte bereits esin Grol3teil Saccharomyces
spezifischer Proteine (siehe Abbildung 15). Estolgine Ultrazentrifugation von U2
durch ein CsCl-Kissen. 6 ml Uberstand (U2) ausRiéferentialzentrifugation wurden
auf ein Kissen von 2 ml einer 1,51 gftemd 2,5 ml einer 1,22 g/¢hdlichten CsCI-
Losung aufgetragen. Nach einer 4-stiindigen Ultaifegation bei 150000 g konnte
man im Bereich {iber der 1,51 gftdichten Lésung eine opake Bande (B1) erkennen,
die seitlich mit einer Kanile abgenommen wurdehgi8pur 7, Abbildung 16). Diese
enthielt die VP2-Kapside. Die einzelnen Banden (Blp 6 CsCI-Kissen wurden
vereinigt, mit einer 1,31 g/chrdichten CsCl-Lésung gemischt und 24 h bei 150000 g
zentrifugiert (siehe Spur 8, Abbildung 16). Im Reéien waren im oberen Drittel zwei
getrennte Banden sichtbar, von denen die untergliieKapside enthielt. Diese Bande
(B2) wurde mit einer Kantile abgenommen. Die Dichgtionmung der Lésung (B2) im
Refraktometer ergab einen Wert von 1,308 d/ater den Angaben in der Literatur von
1,31 g/cni fur die Dichte rekombinanter VP2-Kapside in Cs®klng entspricht
(Brown et al., 1991a). Die Dichte wurde aus dem Brechungsindgxmit folgender

Formel fur eine Temperatur von 25 °C ermittelt:

p =1.1584 - 10.2218 % + 7.5806 { *%?
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Die Konzentration der in der Bande enthaltenen VPR#eine wurde mittels eines
Bradford-Tests bestimmt und betrug 4 mg/ml. EireLidefezellkultur ergab somit eine

Ausbeute von 2-3 mg an VP2-Kapsiden.

Alternativ zur oben beschriebenen Aufreinigungsmoeéh von VP2-Kapsiden aus
Hefezelllysat wurden andere Bedingungen und Ageni@ die verschiedenen
Ultrazentrifugationsschritte  getestet. So wurde eneb der Dauer der
Differentialzentrifugation (verkiirzt von 1 h auf bain) auch die Gravitationskraft auf
50000 g reduziert. Dies hat einen geringeren VednsVP2-Protein zur Folge, doch
war die resultierende Losung mit deutlich mehr idedéeinverunreinigungen belastet
(siehe Spur 5, Abbildung 16 B). Abhilfe schafftehnur eine starke Verdinnung des
Zentrifugationstberstands, wodurch sich aber diehl Zder durchzufiihrenden
Ultrazentrifugationen erhohte. Eine weitere Optiwar der Einsatz von Saccharose

anstelle von CsCl.
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Zentrifugation Zentrifugation

bei 4000 g fu bei 100.000 g

10 min furlh
e e

Abbildung 15: Zentrifugationsréhrchen mit Hefelysech verschiedenen Zentrifugationsschritten. A:
Rohlysat nach Aufschluss; B: Uberstand des Rofdysath einer Zentrifugation bei
4000 g fir 10 min; C: Uberstand aus B bei 1000G0rdL h zentrifugiert.
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Abbildung 16: Darstellung der VP2-Proteinmenge mac jedem Reinigungsschritt

A: Western Blot eines denaturierenden 8 %igen Ruijjamid-Gels. Die einzelnen
Proben wurden, mit Probenpuffer versetzt und 5 In@in95 °C aufgekocht. Aufgetragen
wurden pro Spur jeweils 15 pl. Die Detektion der2voteine erfolgte mittels des
monoklonalen Antikorpers MAB8283 von Chemicon mereil:2000 Verdinnung. Als
Sekundéarantikorper fungierte ein HRP-konjugiertedyglonaler anti-Maus-Antikdrper
aus der Ziege. Die Farbreaktion wurde mit der adfBobasierenden Losung Recomwell
von MIKROGEN durchgefihrt

B: Korrespondierendes Polyacrylamid-Gel nach Sildung. Die einzelnen Proben
wurden, mit Probenpuffer versetzt und 5 min beP@maufgekocht. Aufgetragen wurden
pro Spur jeweils 15 ul. Die Farbung verlief wie i8.4.5 beschrieben. Nach
Sichtbarwerden der Banden wurde die Reaktion mitmB1 EDTA gestoppt.
Spur 1: Molekulargewichtsstandard; Spur 2: Hefdysdt direkt nach dem Aufschluss bei
2 kbar; Spur 3: Pellet (P1) nach der Zentrifugatibei 4000 g; Spur 4: Uberstand (U1)
nach der Zentrifugation bei 4000 g; Spur 5: U1l 1Enbei 50000 g zentrifugiert,
aufgetragen ist der Uberstand; Spur 6: U1 fiir 1ei 00000 g zentrifugiert, aufgetragen
ist der Uberstand (U2); Spur 7: U2 iber ein CsCk$én aufgereinigt, davon die opake
Bande (B1); Spur 8: Kombinierte Banden (B1) aushseCsCl-Kissen; Spur 9: Zweite
sichtbare Fraktion Uber der abgenommenen Bande dmra kontinuierlichen CsCI-
Gradienten um etwaige Verluste zu tberpriufen; SfuiKontrolle, VP2-Protein aus dem
Baculovirus-System (200 ng/15 pl). Bei den Spurer8,79 wurden die Volumina
normiert, um bei den aufgetragenen VerdiinnungeBOjlvergleichbare Resultate zu
erzielen. Die Spuren 2-6 wurden fiinfmal so hocldiuent, da sonst die Hefe-eigenen
Proteine die Silberfarbung tiberlagert hatten.
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Vor dem Auftrag auf ein Saccharose-Kissen wurdelthmrstand U1 15 min bei 50000
g zentrifugiert. Das Saccharose-Kissen bestanceimas dichten Losung (1,26 g/émn
die mit demselben Volumen einer weniger dichtenubis(1,20 g/crf) tiberschichtet
wurde. Darauf wurde dann der VP2-Kapside enthattedéntrifugationsiiberstand
aufgetragen. Bei einer Zentrifugationsdauer von leh 150000 g fanden sich VP2-
Kapside im gesamten Bereich der 1,20 ¢/afithten Saccharoselésung sowie im
uberschichteten aufgetragenen Uberstand. EineigeérBande wie nach einem CsCl-
Kissen war nicht erkennbar (siehe Abbildung 17 Bihe langere Zentrifugationsdauer
von 16 h hatte ebenfalls keinen Effekt (siehe Adinilg 17 B). Nach dem Anstechen
des Réhrchens am Boden mit einer Kanlle wurdendpra 500 pl entnommen und
im Dot-Blot getestet (nicht gezeigt). Alle Frakt@nim Dichtebereich von 1,20 g/ém
waren dabei VP2-Kapsid-positiv, alle anderen ngg@amit gab es im Gegensatz zu
einem CsClI-Kissen keine Aufkonzentrierung der VRib&ide sondern eine Verteilung
der Kapside im gesamten Dichtebereich bei 1,20 Yj/Bras grosse Volumen der VP2-
Fraktion und der schlechte Reinigungseffekt disfjpert die VP2-Kapsid-

Aufreinigung Uber ein Saccharose-Kissen.
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Abbildung 17: A: Saccharose-Kissen nach 1 h Zemationsdauer, B: nach 16 h Zentrifugationsdauer.
Die Pfeile markieren die Phase zwischen den beidarschieden dichten
Saccharoseldsungen. In der Phase oberhalb derePfieilen sich alle VP2-Kapside.

4.1.6.1 Diskussion

Die Differentialzentrifugation bei 100000 g trenmtd sedimentiert Mitochondrien und
andere ahnlich grof3e Zellorganelle sowie den Gajparat und das endoplasmatische
Retikulum (ER). Da die einzelnen Partikel im Zenigenréhrchen unterschiedliche
Strecken zuriicklegen muissen, werden auch kleineoteiRaggregate wie VP2-
Kapside, die nur kurze Strecken zurlicklegen misaeammen mit grof3eren wie z.B.
den Mitochondrien, die langere Wege im Rohrchendeam sedimentiert (Drabkin,
1950). Die Dauer und gewahlte Zentrifugalkraft dedurchgefuhrten
Differentialzentrifugation ist daher ein Kompromigs/ischen Reinigungseffekt und
VP2-Kapsidausbeute. Diese Tatsache wird in Abbiduif bestatigt, in der zwar ein
deutlicher Effektt der Differentialzentrifugationufadie Reinheit der VP2-Kapside
demonstriert wurde, der aber gleichzeitig mit eindrerlust an VP2-Partikeln
einhergeht. In den nachsten Reinigungsschritten Kasl zur Herstellung von
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Gradienten fir die Ultrazentrifugation zum Einsa@@aCl wurde bereits zur Reinigung
von VP2-Kapsiden, die durch das Baculovirus-Expoessystem synthetisiert wurden,
verwendet (Brown et al.,, 1991a; Kaufmann et alQ4)0 CsCl-Lésungen haben eine
geringe Viskositat und bilden selbst-generierended@nten bei Zentrifugationsdauern
Uber 20 h und entsprechend hoher Zentrifugalkraft100000 g). CsCI-Losungen
eigneten sich sehr gut als ZentrifugationsagenzignReinigung rekombinanter VP2-
Partikel. Die geringe Viskositat der Losung gewdistete eine Anreicherung der VP2-
Kapside bei der Ultrazentrifugation in einem bestit@n Dichtebereich. Die getestete
Alternative zu CsCl war Saccharose als Zentrifwgeinedium. Saccharose ist inert
und kann zur Herstellung von Lésungen bis zu eiehte von 1,29 g/cthverwendet
werden. Obwohl die VP2-Kapside eine hohere Diclateen, pelletierten die Partikel ab
einer bestimmten LoOsungsdichte nicht, da dem diehehoViskositat der
Saccharoselésung, die ab 1,15 g/cexponentiell zunimmt, entgegenstand. Die
Sedimentationsrate eines Proteins ist neben ddrt®mes Mediums auch von dessen
Viskositat abhéangig (Barber, 1966). Die Viskosiér Saccharose war vermutlich fur
die ungenugende Aufkonzentration und Reinigung d4pP2-Partikel in der
entsprechenden Ultrazentrifugation verantwortli@nund hierfur ist die Tatsache, dass
bei Zentrifugationen in Saccharose-Losungen im @eafe zu CsCl-Loésungen die
Sedimentationsgeschwindigkeit der VP2-Kapside nialnt von Dichte des Mediums
sondern auch von der Viskositdt abhangt. Solche -K&&side, die z.B. an
Saccharomycespezifische Proteinen gebunden sind, wirden dula hohere
Viskositat langsamer sedimentieren. Dies konnteGtend fur die Verteilung der VP2-
Kapside in dem gesamten Dichtebereich bei 1,20 Ygein.

4.2 VP2-Kapsidsynthese in Sf9-Insektenzellen

Um die VP2-Kapside auSaccharomyces cerevisiaa charakterisieren, wurden sie in
allen Experimenten mit VP2-VLPs verglichen, die in dem

Baculovirusexpressionssystem produziert wurdens&eist seit 1990 bekannt, gut
charakterisiert und liefert VP2-Kapside in hohersBeuten (Brown et al., 1990; Brown
et al,, 1991a; Kajigaya et al., 1991; Kaufmann &t 3004). Das verwendete
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rekombinante Baculovirus AcCMNPV-VP2 wurde dem Lalon Dr. Manfred Motz

(Mikrogen, Neuried, Deutschland) tberlassen. Daslfi$ VP2-Protein kodierende Gen
in dem Genom der rekombinanten Baculoviren stanustder DNA eines Virusisolats,
das aus einem Patienten gewonnen wurde. Es wul@k radditels Sequenzierung von

Barbel Kaufmann in der Arbeitsgruppe von Prof. Madiiberpruft.

4.3 Vergleich zwischen den irs. cerevisia@ind Baculovirus

infizierten Sf9-Insektenzellen produzierten VP2-Patikeln

4.3.1 Morphologischer Vergleich

Nach erfolgreicher Extraktion und Reinigung &@eaccharomyces cerevisiaairde die
VP2-Kapsid-haltige CsCl-Lésung 4 h gegen PBS diatys und im
Elektronenmikroskop visualisiert. Die Partikel (ste Abbildung 18) hatten einen
durchschnittlichen Durchmesser von 22 nm, was enit@rol3e nativer Viren und VP2-
Kapsiden, die in dem Baculovirus-Expressionssyst@rgestellt wurden, korreliert
(Cossart et al., 1975; Brown et al., 1991a). Motpbisch zeigten sich ebenfalls keine
Unterschiede.
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ics Regensburd (2000)

Abbildung 18: Elekronenmikroskopische Analyse d#12-Kapside, produziert in Saccharomyces-
cerevisiae-Stamm HT393
Gezeigt sind Gesichtsfelder von 1,7 um x 1,7 pnbgd). 500 nm x 500 nm (B). Die
VergréRerung war 42000 x (A) bzw. 170000 x (B). Himopfen der gegen PBS
dialysierten VP2-Kapsid-haltigen Losung wurde aafd&ilm pipettiert. Auf den Tropfen
wurde for 10 min ein Kupfer-Grid (400-mesh) aufgeleDanach wurde das Grid
abgenommen, abgetupft, mit entionisiertem Wassemagghen und luftgetrocknet. Die
Proben wurden anschlieRend mit 2 % Phosphorwolféames (PTA) kontrastiert und 30
min getrocknet. Die Untersuchung erfolgte im Traissionselektronenmikroskop LEO
912AB bei 80 kV Beschleunigungsspannung.

4.3.2 Einsatz der VP2-VLPs ausS. cerevisiaem Antikdrpernachweis

ELISA-Tests zum Nachweis von IgG und IgM gegen Bairus B19 nutzen VP2-
Kapside als Antigen. In dem nachfolgend beschriebeXersuch sollte untersucht
werden, ob sich VP2-Kapside, die in Hefe HT393 lsghisiert wurden, fur den
Nachweis spezifischer IgM- und 1gG-Antikdrper eigneDaflr war zunachst die
Beantwortung der Frage wichtig, ob die VP2-Kapsalee korrekte Konformation
aufweisen. Dies konnte durch die Verwendung desamam Antikbrpers 860-55D
sichergestellt werden, der ein Konformationseptiep VP2-Kapside erkennt. Fur die
hier beschriebenen Versuche wurden VP2-KapsidelaosBaculovirussystem in einer
Menge von 100 ng pro Vertiefung, sowie VP2-Kapsiie,inS. cerevisiasynthetisiert
wurden, nach verschiedenen Reinigungsstufen UrigllB2 (siehe Abbildung 14) in
einer 1:1000-Verdinnung verwendet. Die VP2-Protemzentration der Probe B2 lag
im Ansatz bei 4 ng/ul. Eine direkte Proteinkonzatwnsbestimmung der Proben U2
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und Bl war nicht moglich, da diese noch rdaccharomycesigenen Proteinen
verunreinigt waren (siehe Abbildung 16). In jedertisdung wurden 100 pl VP2-
Kapsidprobenlésung pipettiert. Detektiert wurdea WiP2-Kapside von dem humanen
monoklonalen Antikérper 860-55D, der ein konforroaglles Epitop der VP2-Proteine
bindet und nur partikulare Formen erkennt (Gigkeale 1999). Es zeigte sich, dass die
VP2-Kapside, die in Saccharomycescerevisiae produziert wurden. aus den
verschiedenen Reinigungsstadien mit den Antikorpeagierten (siehe Abbildung 19).
Beim Einsatz von VP2-Kapsiden aus der Probe B2 ekerte der gemessene
Extinktionswert mit der Kontrolle, den VP2-VLPs aus dem
Baculovirusexpressionssystem. Die VP2-Gesamtpnoienye bei B2 betrug bei der
gewdahlten 1:1000-Verdinnung 400 ng pro Vertiefubges erklart den hoéheren
Extinktionswert im Vergleich zu der Probe mit VP2RS aus dem Baculovirussystem.
Anhand des Ergebnisses im ELISA (siehe Abbildungkthnten die Konzentrationen
an VP2-Protein in den einzelnen Proben abgeschéten. So lag die VP2-Protein-

Konzentration der Probe B1 bei etwa 4,3 mg/ml,ddieProbe U2 bei 0,8 mg/ml.
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Abbildung 19: Einsatz der VP2-Kapside, die nach demschiedenen Reinigungsstufen gewonnen
wurden, als Antigen im ELISA. Der Nachweis erfolgiie dem monoklonalen humanen
VP2-Antikdrper 860-55D gegen ein Konformationsgpitler VP2-Kapside. Von Bl1, B2
und U2 wurden UN 100 pl von 1:1000- VerdiinnungeRBS in den Vertiefungen der
ELISA-Platte inkubiert und mit dem Antikérper 8@Ebin einer 1:2000-Verdinnung
detektiert. Als sekundarer Antikdrper fungierte d@i#RP-gekoppelter, anti-humaner
Antikdrper aus der Ziege, der 1:5000 eingesetztdeuiGemessen wurden Duplikate,
dargestellt sind die gemittelten Extinktionswerte.

Im né&chsten Schritt wurden Seren verschiedener oRang B19 IgG-positiver
Probanden beziiglich ihrer Reaktion mit den VP2-kdes getestet. Die verwendeten
Seren wurden vorher in einem kommerziell erhaldiciRecom-Blot (MIKROGEN,
Neuried, Deutschland) auf das Vorhandensein voaifsgehen Antikdrpern gegen das
VP2-Protein getestet. Die Bedingungen waren ideimtisit den oben beschriebenen mit
dem Unterschied, dass anstatt des monoklonalerk@pgrs 860-55D Serum von
Probanden in einer 1:100-Verdinnung zum VP2-Kapgweis eingesetzt wurde.
Sowohl die VP2-Kapsid-Proben a8accharomyces cerevisiaés auch die Proben aus
dem Baculovirussystem wurden von den VP2-spezi#isclgG-Antikorpern in den
Seren detektiert und lieferten stark positive Reasel (siehe Abbildung 20). Die
einzelnen Extinktionswerte wichen nur marginal \menen des ELISAs, der mit dem

monoklonalen Antikdrper 860-55D durchgefluhrt wurdle, Dieser Versuch zeigte, dass
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die in Hefe HT393 produzierten VP2-Kapside nichtr nmait dem monoklonalen
Antikorper 860-55D reagieren, sondern auch mit igehen Antikorpern aus
Probandenseren. Die Antigenizitat der rekombinantpzierten VP2-Partikel, die in
dem dem Saccharomycesund Baculovirusexpressionssystem produziert wuyrde
entspricht damit der nativer Viren.

3

N
(63}
|

N
!

Extinktion bei 405 nm
'_\
v

14
0,57
0- . ) .
VP2-Kapside aus.S VP2-Kapside aus. VP2-Kapside aus. VP2-Kapside aus
cerevisiaenach cerevisiaenach cerevisiaenach dem Baculo-
CsCl-Gradient, CsCl-Kissen, Bande Differential- virusexpressions-
Bande 2 (B2) 1 (B1) zentrifugation bei system, 100 ng

100000 g (U2)

Abbildung 20: Nachweis von VP2-spezifischen Ig@karpern in Probandenseren. Als Antigen
fungierten VP2-Kapside aus S. cerevisiae nach térdenen Reinigungsstadien und
VP2-Kapside aus dem BaculovirusexpressionssystemARsatz wurden Seren von 5
unterschiedlichen Probanden getestet und die Extinkwerte gemittelt. Die Saulen
reprasentieren die gemittelten Extinktionswertde Alessungen wurden in Triplikaten
durchgefiihrt. Von B1, B2 und U2 wurden (iN 100 p ¥d000- Verdiinnungen in PBS
in den Vertiefungen der ELISA-Platte inkubiert umit den Seren in einer 1:100-
Verdunnung detektiert. Als sekundarer Antikorpergiarte ein HRP-gekoppelter, anti-
humaner Antikorper aus der Ziege, der 1:5000 eiatgtswurde. Die Seren wurden
vorher im Recom-Blot (MIKROGEN, Neuried, Deutsct)arauf Parvovirus-B19-
Antikorper getestet. Es wurden nur Seren von Prdbarmit abgelaufenen Parvovirus-
B19-Infektionen verwendet.

Als nachstes wurde ermittelt, ob mogliche Verungeingen durchSaccharomyces
Proteine in den Proben unspezifische Antikorpetiea&n auslosen konnen. Da die
Backerhefe ein ubiquitdr vorkommender Organismuisiss es sehr wahrscheinlich,
dass in den eingesetzten Seren auch Antikérperngegeschiedené&accharomyces
eigene Proteine vorhanden sind. Um dies zu Ubepriwurden die oben verwendeten

Proben mit Seren von Probanden getestet, das Ke&P2-Protein-spezifischen
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Antikorper enthielten. Fur die Versuche kamen Beren von Spendern zum Einsatz.
Die Seren wurden fur den ELISA 1:100 in PBS verdiibne einzelnen VP2-Kapsid-
Proben wurden 1:1000 verdinnt und in die ELISA{Blgtipettiert. Die hdchsten
Extinktionswerte nach Messung bei 405 nm ergabPdabe U1, gefolgt von B1 und
B2. Das generierte Signal der Probe aus dem Bacussystem lag zwischen denen
von Bl und B2 (siehe Abbildung 21). Je niedrigez demessenen Extinktionswerte
ausfielen, desto geringer war die Belastung deretmen VP2-Kapsidlésungen mit

Saccharomyces-spezifischen Proteinen.

93



Ergebnisse und Diskussion

Extinktion bei 405 nm
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Abbildung 21: Nachweis von IgG-Antikbrpern gegen accharomyces-spezifische Proteine in

Parvovirus B19 IgG-negativen Patientenseren mit Rpsiden aus S. cerevisiae nach
verschiedenen Reinigungsstadien und VP2-Kapsiden,ie din dem
Baculovirusexpressionssystem synthetisiert wurbém.einzelnen Saulen reprasentieren
die gemittelten Extinktionswerte von 4 verschiedeReobandennseren. Die Messungen
wurden in Triplikaten durchgefuhrt. Alle Messungeurden in Triplikaten durchgefihrt.
Von B1, B2 und U2 wurden @&iN 100 pl von 1:1000- Wendingen in PBS in den
Vertiefungen der ELISA-Platte inkubiert und mit dgeren in einer 1:100-Verdiinnung
detektiert. Als sekundarer Antikdrper fungierte ditRP-gekoppelter, anti-humaner
Antikérper aus der Ziege, der 1:5000 eingesetztdeuDie Seren wurden vorher im
Recom-Blot (MIKROGEN; Neuried, Deutschland) auf Jeairus-B19-Antikorper
getestet. Es wurden nur Seren von Patienten ohriekigrbare Parvovirus-B19-
Antikdrper verwendet.

4.3.2.1 Diskussion

Es zeigte sich, dass die gereinigten VP2-Kapsidesaacharomyces cerevisiaewohl

von dem monoklonalen Antikdrper 860-55D als auchn wP2-spezifischen 1gG-

Antikdrpern aus Probandenseren erkannt werdeneDiassache ist die Grundlage fur

die Entwicklung eines ELISA-Tests basierend auf \KR@psiden auss. cerevisiaals

Antigen.

Fir den Nachweis von spezifischen anti@-Antikbrpern in

Patientenseren werden momentan rekombinante VP2i@averwendet, welche im
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Baculovirusexpressionssystem produziert werd@tarvovirus B19 IgG Enzyme
ImmunoassayBiotrin, Dublin, Irland). Rekombinant in Backefaesynthetisierte VP2-
Kapside kénnten als kostenguinstige Alternative eeet werden, da kein Unterschied
bezuglich der Antigenizitat der VP2-VLPs aus derdé&e Expressionssystemen besteht.
Bevor die VP2-Kapside au$. cerevisiaekommerziell einsetzbar sind, muissen
samtliche Verunreinigungen durch Backerhefe-spschfe Proteine eliminiert werden.
Zwar sind die Hintergrundsignale nach dem letztemnigungsschritt gering, doch
konnten diese falsch positive Resultate bei Se@wdvirus-B19-negativer Personen
generieren. Falsch negative Resultate wéaren besoRen denkbar, die kaum
Immunglobuline gegen das VP2-Protein bilden. Uns dieszuschlieen mussten die
VP2-Kapside einer erneuten Ultrazentrifugation omtefen werden oder aber mittels
anderer Techniken wie z.B. der Affinitatschromaggdrie weiter aufgereinigt werden.
Alle getesteten Proben zeigten unspezifische Anigdeaktionen. Erst ab
Extinktionswerten unter 0,1 kann davon ausgegangeerden, dass Kkeine
unspezifischen Reaktionen mit Fremdproteinen meiotgen, da dies den Werten der
Negativkontrolle ohne VP2-Kapside entspricht. Etwagsgemall war das
Hintergrundsignal bei der Probe U2 am hochstendidae Probe noch sehr viele
Saccharomycespezifische Proteine enthielt (siehe AbbildungBl&pur 6). Nach den
beiden CsClI-Ultrazentrifugationen reduzierte sioh ldintergrundreaktivitat unter das
Niveau der VP2-Kapsidprobe, die nach Aufreinigung 8aculovirus infizierten Sf9-
Insektenzellen gewonnen wurde. Prinzipiell sind \K2pside ausSaccharomyces
cerevisiae fur den Antikérpernachweis aus Serum geeignet WKkithnten bei
entsprechender Reinheit VP2-Partikel aus dem Baruksystem fur den Einsatz in

kommerziellen Tests ersetzen.

4.3.3 Einsatz rekombinanter VP2-Kapside im Antigen-captue ELISA

In einem Antigen-capture ELISA binden VP2-Kapsideia den Plattenvertiefungen
gebundenen humanen monoklonalen Antikorper 860-3%B. Detektion erfolgt mit
demselben Antikorper, der dann von einem sekundangnFarbstoff markierten anti-
humanen Antikorper gebunden wird. In dem nachfadgeeschriebenen Versuch sollte

gezeigt werden, ob rekombinant $ cerevisiagroduzierte VP2-Kapside in diesem
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Testsystem eingesetzt werden konnen und wenn jaubiselcher VP2-Kapsidmenge
der Test verlassliche Daten liefert. Das Ziel istr d&insatz eines Antigen-capture
ELISA-Tests zur Detektion von Parvovirus B19 iné&evon akut infizierten Patienten.
Fur die Versuche wurden 100 ng des monoklonalen-Aiftkérpers 860-55D in die

Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert. Andigfdend wurden die verschiedenen
VP2-Proben U1, U2, B1, B2 sowie VP2-VLPs, die inmdeBaculovirussystem

produziert wurden, in Verdinnungen bis 1:128000getnfigen. Fur die Detektion
wurde zunachst der Antikorper 860-55D verwendeschliel3end ein HRP-markierter
anti-humaner Antikdrper aus der Ziege. Die in Hefé393 produzierten Partikel

zeigten eine starke Reaktivitat, wobei kein Unteiest zu VP2-Kapsiden aus dem

Baculovirussystem festzustellen war (siehe AbbitdB8).
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Antigen-capture ELISA
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Abbildung 22: Antigen-capture ELISA zum Nachweis VP2-Kapsiden in Losung; gemessen wurden

die Extinktionswerte bei einer Wellenl&ange von Afbin Duplikaten; dargestellt sind die
Mittelwerte der korrespondierenden Werte. Die Detek erfolgte mit einem anti-
humanen HRP-gekoppelten Sekundarantikdrper aus Zege in einer 1:5000
Verdinnung. Blaue Balken: VP2-Kapside nach kontitichem CsCl-Gradienten (B2).
Rote Balken: VP2-Kapside nach dem CsCl-Kissen (BEJbe Balken: VP2-Partikel
produziert im Baculovirussystem mit einer Ausgaogg&ntration von 0,45 pg/ul.
Tirkise Balken: Uberstand des S. cerevisiae Zallfysach einer Zentrifugation tiber 10
min bei 4000 g (U1). Violette Balken: U1 nach Z#atyation bei 100000 g fiir 1 h (U2)

Mittels des Antigen-capture ELISA konnten VP2-Haatiin Losungen nachgewiesen
werden. Die Reaktivitaten aller Proben nahmen mitehmender Verdinnung ab.
Abhangig von der Ausgangskonzentration der VP2-Kigpbzw. VP2-Proteine in den
einzelnen Proben konnte bis zur hochsten Verduinmengssliche Messwerte erhalten
werden. Die Ausgangskonzentration an VP2-Proteinewaur in der Probe B2 (4
mg/ml) und der VP2-Probe, die aus den Baculovirofzierten Insektenzellen

gewonnen wurde (0,45 mg/ml), bekannt. Wie zu emvartzeigten die beiden VP2-
Proben B1 und B2 aufgrund ihrer hohen VP2-Proteiakatration von 4,3 mg/ ml bzw.
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4 mg/ml die hochste Reaktivitat. Die VP2-Kapsidelen noch stark mit Hefeproteinen
verunreinigten Proben U1l und U2 (siehe Abbildung ®@ren noch bis zu einer
Verdinnung von 1: 8000 zuverlassig nachweisbar.aAdhder Reaktivitaten konnte
deshalb eine Abschatzung der VP2-Kapsidmenge inRieben U1 und U2 getroffen
werden. Ausgehend von der AusgangskonzentrationPdaoe B2, die mit 4 mg/ml

bestimmt wurde (siehe 4.1.6), ergab sich fur di@ ¥Poteinmenge in U1 ein Wert von
1 mg/ml und 0,5 mg/ml fiir die Probe U2. Die Nachsgeénze des Antigen-capture-
Tests lag bei einer Verdinnung von 1:128000 inRtebe B2 bei 3,5 ng VP2-Protein.
Diese Nachweisgrenze galt sowohl fir VP2-Kapside,id S. cerevisiagroduziert

wurden, als auch fur solche, die im Baculovirussyssynthetisiert wurden. Die VP2-

Proteinmenge von 3,5 ng entspricht dabei 6 X\IR2-Partikel.

4.3.3.1 Diskussion

Die Nachweisgrenze bei dem durchgeflhrten Antiggpttee ELISA zum Nachweis
von VP2-Kapsiden in Losung lag um einen Faktor di@@riger als bei vergleichbaren
kommerziell erhaltlichen Tests. Ein Antigen-captildSA gegen das West Nile Virus
kann Antigen bis 32 pg pro Ansatz nachweisen (Hein@l., 2002). Auch andere
kommerziell erhaltliche ELISA-Tests, die Antigenenvz.B. HIV oder Hepatitis-B-
Viren detektieren, erreichen laut HerstellerangaNachweisgrenzen zwischen 1 und
50 pg pro Ansatz. Eine Optimierung des VP2-Kapgiezgischen Antigen-capture-
Tests konnte daher die Sensitivitat erhfhen. Da&iginten verschiedene Puffer,
Antikdrperkonzentrationen oder ein sensitiverer iNegis Uber biotinylierte sekundare
Antikdrper mit Detektion Uber Streptavidin/HRP gted werden. Allerdings kann der
VP2-spezifische Antigen-capture-Test selbst nachindgrung die PCR aufgrund
mangelnder Sensitivitat nicht als Mittel der Watt Diagnostik ersetzen. Wahrend der
akuten Phase der Infektion werden Virustiter vanzi 102 Partikel/ml erreicht. Diese
sinken jedoch schnell ab, wobei in Einzelfallenbstlinoch drei Jahre nach Infektion
Parvovirus-B19-DNA nachgewiesen werden konnte (Gats and Siegl, 2000).
Mittels quantitativer PCR kénnen 2,4 x “1Genomaquivalente/ml Serum, was 12
Parvovirus-B19-Genomen pro PCR-Ansatz entspricleteldiert werden (Kishore,
2005). Das bedeutet, dass wohl akute Infektiondtelsieines Antigen-capture ELISA-
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Tests bestatigt werden kénnen, nicht aber kirztiatiickliegende oder persistierende
Parvovirus-B19-Infektionen bei denen die Virustiteneist unterhalb von %0

Partikeln/ml Blut liegen (Musiani et al., 1995b)llekdings ware es moglich, hoch
viramische Blut- und Serumproben zu erkennen urszumortieren. PCR-Tests bieten

sich in diesem Fall aufgrund der hohen Kosten racht

4.3.4 Nachweis der CD4+ T-Zell Antwort nach Stimulation mt VP2-Kapsiden

Bei der humoralen Immunantwort spielt die V@iique regioneine entscheidende
Rolle, da sie das wichtigste Ziel neutralisierendetikérper bildet (Rayment et al.,
1990). Die Virusneutralisation erfolgt jedoch audhber Antikérper gegen
konformationelle VP2-Protein-Epitope (Gigler et, d1999). In Arbeiten zur zellularen
Immunantwort konnte gezeigt werden, dass VP1/VPgNkapside, die VPanique-
region und VP2-Kapside CD4T-Zellen stimulieren und zur Proliferation anregen
konnen (Franssila et al., 2001; Franssila and Hed@@04; Lindner et al., 2005). So
war die Interferons und Interleukin-10 Sekretion bei seropositiven r&jgen von
peripheren mononuklearen Zellen sehr hoch, beinggativen Spendern war keine
Reaktion nachweisbar (Franssila and Hedman, 2084H. Antigen dieser Tests
fungierten rekombinante VP2-Kapside, die mittels Baculovirus- Expressionssytems

produziert wurden.

In dem hier gezeigten Versuch sollte festgestebrden, ob VP2-Kapside aus.
cerevisiae eine ahnliche T-Zell-Reaktivitat zeigen wie die 2/Partikel aus dem
Baculovirussystem. Dazu wurden periphere mononukl@&llen (PBMCs) von zwei
Spendern mit abgelaufenen Infektionen, sowie eiseranegativen Spender verwendet.
Die PBMCs wurden aus dem Blut der Probanden igplieKultur genommen und mit
VP2-Kapsiden aus. cerevisiaeoder aus mit rekombinanten Baculoviren infizierten
Insektenzellen stimuliert. Die VP2-Proben wurderr @i@m Einsatz in dem Test
mehrmals gegen PBS dialysiert, um die Proben von gliokin
Endotoxinverunreinigungen zu befreien. Endotoximsliert unspezifisch T-Zellen

und kann dadurch falsch positive Resultate erzeufjlisrKontrolle fungierten Tetanus-
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Toxoid undCandida albicanszwei ubiquitdre Antigene gegen die in jedem Eade T-
Zell-spezifische Immunantwort zu erwarten war. Nadrei Tagen wurde der
Kulturmediumiberstand auf IFidSekretion der PBMCs in einem ELISA untersucht.
Die gezeigten Extinktionswerte beziehen sich aef Mienge an gebildetem IFNin

stimulierten Zellen.

T-Zell Proliferationsassay

25 _
W Parvovirus B19 seropositiver Spender 1
E Parvovirus B19 seropositiver Spender 2
2 -@ Parvovirus B19 seronegativer Spender
Extinktion
bei 450 nm
15
1
0,5 I
mem W B B
Zellkultur- VP1-unique VP2Kapside aus de VP2-Kapsideaus
medium region Baculovirussytem  der Backerhefe

Abbildung 23: T-Zell-Proliferationsassay zur Ubgifung der T-Zell-Reaktion nach Stimulation mit
VP2-Kapsiden aus S. cerevisiae oder Baculovirugziérten Sfo-Zellen. 2 x 1@BMCs
wurden in 150 ul Kulturmedium in die Vertiefungem BELISA-Platte pipettiert.
Anschlieend wurden 50 pl der VP2-Kapsidlésungen{g/ml in Zellkulturmedium)
zugegeben. Nach 3-tagiger Inkubation wurde deikidkiiriberstand mittles ELISA (Opt
EIA INF-, Beckton Dickinson, Franklin Lakes, USA) auf If-ijetestet.

RPMI-Zellkulturmedium wurde als Negativkontrollengesetzt und konnte weder
PBMCs des seronegativen noch die der seropositd@ender stimulieren. In den
Uberstanden aller Proben war ein Basalspiegel vgy/fl IFNy messbar, dessen

Hohe dem der Zellkulturmedium-Negativkontrolle @méch. Die  IFNy-

100



Ergebnisse und Diskussion

Konzentrationen in den einzelnen Proben wurden éiner Standardeichkurve mit IFN-
y-Losungen bekannter Konzentrationen berechnetEBeatz der VP lmique-region
die rekombinant irE. coli synthetisiert wurde, wurde ebenfalls keine T-Zeaikwort
induziert. Die gemessenen Werte bei Stimulation WBMCs mit VP2-Kapsiden
entsprechen den Ergebnissen aus der Literaturgsitarand Hedman, 2004). So lag die
IFN-y-Konzentration in den VP2-Kapsid-Proben aus denmuBaaussystem bei 110 —
160 pg/ml, in den VP2-Kapsid-Proben &iscerevisiadei 60 — 80 pg/ml. Wurden die
gewonnenen PBMCs aus dem Parvovirus-B19 IgG-nemrati8pender mit VP2-

Kapsiden stimuliert, war nur ein Basalspiegel vgugénl IFN+y messbar.

4.3.4.1 Diskussion

Sowohl die VP2-Kapside aus dem Baculovirussysteraath der Backerhefe konnten
isolierte T-Zellen aktivieren und zur Sezernierwan IFN-y anregen. Die geringeren
Extinktionswerte beim Einsatz von VP2-Partikeln alexr Hefe im Gegensatz zu
Kapsiden aus dem Baculovirussystem kénnten von &ckengen in der eingesetzten
VP2-Proteinkonzentration herrihren. Zwar wurden di&onzentrationen der
Ausgangslosungen der VP2-Kapside bestimmt, docbhgésdies vor der Dialyse, bei
der Verluste auftreten kdnnen. Zudem war die Kotraéion an VP2-Kapsiden in der
Ausgangslésung sehr gering, sodass eine genaueirRmizentrationsbestimmung
nicht moéglich war. Obwohl bereits demonstriert wajrdiass auch die VRirique-
region eine T-Zell-Antwort induzieren kann, wurde in obig Versuch keine Reaktion
gemessen (Lindner et al.,, 2005). Dies liegt veritlutian der Tatsache, dass die
Parvovirus-B19-Infektionen beider PBMC-Spender iigelange zuriicklagen und somit
nur noch VP2-Protein-spezifische T-Zellen vorhanderwaren. Die
Hintergrundreaktivitat bei Stimulation mit Zellkuimedium kam wahrscheinlich durch
Endotoxinverunreinigungen zustande. Obwohl die &momehrmals gegen Endotoxin-
freies PBS dialysiert wurden, kénnten geringe Mengeden Proben verblieben sein,

die dann unspezifisch T-Zellen stimuliert haben.
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4.4 Produktion von VP1/VP2-Mischkapsiden in S. cerevisie

Neben der Produktion von VP2-Kapsiden sollten inmRan der Arbeit auch Kapside
aus beiden Strukturproteinen in Hefe hergestelltde®. Mischkapside waren fir
weitere Untersuchungen zur zellularen Immunantwachtig, besonders aber fir die
Entwicklung eines Impfstoffes gegen Parvovirus BIZamit dieser jedoch die
maximale Wirksamkeit erzielen kann, sind beide I8tnproteine im Kapsid
notwendig. Die VPlinique-regionist ein wichtiges Ziel neutralisierender Antikérpe
der VP2-Proteinanteil ist fur eine lang anhalten@®4+ T-Helferzellantwort
unerlasslich (Franssila and Hedman, 2004; Jord@00)2 Arbeiten am humanen
Papillomvirus 6a haben gezeigt, dass eine Co-Egjaesler beiden Strukturproteine
L1 und L2 moglich war und sich intakte VLPs ausbih (Hofmann et al., 1995). Im
Baculovirussystem konnte die Co-Expression der VRbd VP2-Proteine von
Parvovirus B19 und ihre Aggregation zu intakten &idpn bereits demonstriert werden
(Brown et al., 1990).

4.4.1 Uberprifung der VP1/VP2-Proteinsynthese

Die mit dem Vektor pESC-URA/VP1-VP2 transformierteit 393-Hefezellen wurden
in Selektivmedium Uber Nacht angeziichtet und arhsién Tag nach Verdinnung auf
eine optische Dichte von 0,4 in YPDG-Medium induzieach 24 h mit 2 % Galaktose
supplementiert und nach 48 h geerntet. Nach denschliiss der Zellen wurde das
Lysat bei 4000 g abzentrifugiert. Das von Zellbitéicken befreite Lysat wurde auf ein
CsClI-Kissen aufgetragen und 4 h bei 150000 g Zegiert. 300 pl Fraktionen wurden
durch Anstechen und Austropfen des Ultrazentrifioggtohrchens am Boden
gewonnen. Die Proteine der einzelnen Fraktionendemranschlieend tUber SDS-
Polyacrylamidgele getrennt und im Western-Blot dat Vorhandensein der beiden
Strukturproteine VP1 und VP2 untersucht. Die Deatekterfolgte mit dem murinen
monoklonalen anti-VP2-Antikorper MAB8293 von Cheomc Dieser erkennt auch das
VP1-Protein, da es bis auf die zusatzlicmeque-regionim aminoterminalen Bereich
des Proteins sequenzgleich mit dem VP2-ProteinEistkonnte eine erfolgreiche Co-

Synthese der beiden Strukturproteine VP1 und VPghodstriert werden (siehe
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Abbildung 24). Um zu untersuchen, ob die einzelfémaktionen auch intakte
Mischkapside enthalten, wurde jeweils ein Tropfedey Fraktion auf Nitrozellulose
aufgebracht und getrocknet. Die VP1/VP2-Kapside denr mit dem humanen
Antikdrper 860-55D detektiert. Dieser erkennt kelfiezelproteine, sondern nur intakte
Kapside. Als Kontrolle fungierten gereinigte VP2gsa&de aus dem Baculovirussystem.

Es zeigte sich keine Reaktion bei den getestetaktiBnen.

81 kD—» — — +«—VP1
-

58 kD—> . T <+«— VP2
=9

Abbildung 24: Dokumentation der Co-Synthese deik8irproteine
VP1 und VP2,
Western Blot eines denaturierenden 7,5 %igen
Polyacrylamid-Gels; Die Hefezellen wurden mit 2 kkba
Hochdruck aufgeschlossen.Das Zelllysat wurde be040
g zentrifugiert, der resultierende Uberstand wugdé ein
CsCl-Kissen aufgetragen. Nach 4-stindiger
Ultrazentrifugation wurde das Réhrchen mit einemkike
angestochen und es wurden 6 Fraktionen (Spuren 1-6)
gesammelt. Die einzelnen ausgetropften Fraktionen
wurden mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei®5 °
aufgekocht. Aufgetragen wurden pro Spur jeweilgifl5
Die Detektion der VP1- und VP2-Proteine erfolgt¢tats
des monoklonalen Antikérpers MAB8283 von Chemicon
in einer 1:2000 Verdinnung. Als Sekundarantikdrper
fungierte ein HRP-konjugierter polyclonaler anti-M&
Antikérper aus der Ziege. Die Farbreaktion wurde mi
der auf DAB basierenden Lésung Recomwell von
MIKROGEN durchgefihrt..
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4.4.1.1 Diskussion

Da beide Proteine nach visuellem Eindruck im WesRiot in gleichen molaren
Mengen gebildet wurden, lagerten sich keine Kapsmesammen. In einem
nachfolgenden kontinuierlichen CsCl-Gradienten kenndeshalb in jeder Fraktion
VP1- und VP2-Proteine nachgewiesen werden. Bei Yerhandensein von Kapsiden
héatten sich diese in einem bestimmten DichteberégshGradienten akkumuliert. Aus
der Literatur ist aul3erdem bekannt, dass das VBteiARr maximal 41% der
Gesamtproteinmenge im Kapsid stellen kann und biehhéheren Mengen keine
Kapsidstrukturen ausbilden (Bansal et al., 1993 id der Backerhefe Mischpartikel
zu erzeugen ist es notwendig, das Mengenverh&trmischen gebildetem VP1- und
VP2-Protein zugunsten letzterem zu verschiebenuBénnte ein weiterer Vektor mit
dem VP2-Gen und einem anderen Selektionsmarkeleiiddfe transformiert werden.
Theoretisch wirden dann doppelt so viele VP2- wieRlMranskripte gebildet, was
schlie3lich die VP2-Proteinmenge erhdhen wirde.itienend ware bei dieser Losung
womoglich die Menge an Gal4-Protein, das die Geresgion reguliert (siehe 1.8.8).
Des Weiteren konnte der Gall-Promotor, der die &kton der VP1-Transkripte
steuert, durch Basenaustausche oder DeletionenMbigenese-PCR abgeschwacht
werden. Die Sequenzen, die die Gal-Promotoren iexgal, sind bekannt und

charakterisiert (Johnston and Davis, 1984).

4.5 Alternative eukaryontische Expressionssysteme

Neben S. cerevisiaewurde ebenfalls versucht, VP2-Kapside rekombineantden

trypansomenartigen Parasitdreishmania tarentolaesund Drosophila-Schneider-2-
Zellen (DS2) herzustellen. Bei beiden Organismemk® keine VP2-Proteinproduktion
nachgewiesen worden. Unsere Arbeitsgruppe stefite Bntdecker dekeishmania

Systems, Kirill Alexandrov (Max Planck Institut fimolekulare Physiologie,
Dortmund, Deutschland), den Vektor pYES2/VP2 zunf¥gung. Dessen Gruppe
klonierte das VP2-Gen in einebheishmaniaspezifischen Vektor und testete die
Protozoen auf VP2-Proteinproduktion. Seine Mitadyeikonnten in Leishmania-
Zelllysaten keine VP2-Proteine nachweisen. Die Mehne zur Untersuchung der VP2-
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Proteinsynthese in DS2-Zellen wurden in unserereAsgruppe von Dr. Ulla Raab-
Verdugo durchgefiihrt. Dabei wurden die DS2-Zellenit nverschiedenen
Expressionsvektoren transfiziert und auf Proteidpkbion untersucht. Wie auch bei
denLeishmaniaZellen war kein VP2-Protein nachweisbar. Auch dibeksgruppe um

Kevin Brown in den USA bestétigte die negativendbigsse mit DS2-Zellen.
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