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Zusammenfassung

Parvovirus B19 ist der einzige bekannte humanpathogene Vertreter der Familie der
Parvoviridae. Uber die genauen Infektions- und Pathogenesemechanismen von Parvovirus
B19, einschlielllich Zielzellerkennung, ist wenig bekannt, vor allem wegen seines ausgepragten
Tropismus fir erythroide Vorlauferzellen und weil ein geeignetes Zellkultursystems fir in vivo-

Untersuchungen fehlt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die detaillierte biophysikalische Beschreibung der Interaktion
von Parvovirus B19 mit dem vorgeschlagenen Rezeptormolekil Globosid, einem Glycosphingo-
lipid an der Zelloberflache. Als notwendige Voraussetzung wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
spezifischer Antikorper gegen des virale B19-Strukturprotein VP2 zum Einsatz als immobilisie-
render Trager fir Bindungsassays hergestellt und ein Protokoll fiir die Praparation homogener,

rekombinanter B19 VP2-Proteinkapside optimiert.

Zur Charakterisierung der B19 / Globosid-Wechselwirkungen wurden Festphasenassays auf
Basis fluoreszenzmarkierter Liposomen oder radioaktiv-markierter Proteinkapside etabliert, die
sich in der Art der Prasentation der Bindungspartner und Sensitivitdt der Bindungsdetektion
unterschieden. Als Vergleichssubstanzen wurden in den Experimenten die Glycolipide Globo-
triaosylceramid, Globopentaosylceramid und asialo-Gangliosidgys eingesetzt. Der Kohlen-
hydratanteil von Globotriaosyl- bzw. Globopentaosylceramid ist dem von Globosid (Globotetra-
osylceramid) strukturell verwandt und nur um ein terminales N-Acetyl-Galactosamin verklrzt
bzw. verlangert. Der Zuckeranteil von asialo-Gangliosidgys besteht aus den gleichen Zucker-
einheiten wie der von Globosid, unterscheidet sich aber in Sequenzabfolge und Verknupfung.
Asialo-Gangliosidgys sollte daher vergleichbare physiko-chemische Eigenschaften wie Globo-
tetraosylceramid haben. Die direkten Testsysteme lieferten keine Hinweise auf eine spezifische
Parvovirus B19 / Globosid-Interaktion. Die Ergebnisse konnte durch Messungen mit einer hoch-
sensitiven Biosensortechnik (Oberflachen-Plasmonresonanz) und kalorimetrische Unter-

suchungen verifiziert werden.

Die in den Bindungsassays gewonnenen Daten stehen im Gegensatz zu der klinischen
Beobachtung, dal® Individuen, die kein Globosid exprimieren, nicht durch Parvovirus B19 infi-
zierbar sind und zu publizierten Hadmagglutinationsdaten, die der Hypothese zugrundeliegen,
dalR Globosid der spezifische, zelluldre Rezeptor von Parvovirus B19 ist. Hamagglutina-
tionsuntersuchungen im Rahmen dieser Arbeit bestatigten die Hemmaktivitdt von Globosid,
zeigten aber auch, dall die des strukturell verwandten Forssman-Glycolipids Globopentaosyl-
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ceramid vergleichbar ist und stellten eine hohe Spezifitat des Globosid-Kapsid-Kontaktes in

Frage.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit implizieren, dal® Globosid nicht als direkter und einziger
Rezeptor von Parvovirus B19 agieren kann, aber mdglicherweise im Kontext einer Interaktion

des Virus mit einem anderen Rezeptormolekul erkannt wird.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher erste Untersuchungen zur Identifizierung anderer
Rezeptormolekiile in Membranproteinfraktionen von permissiven und nicht-permissiven
humanen Zellinien auf Basis eines Virus overlay protein binding-Assays durchgefthrt. In diesen

2 _markierter Proteinkapside an mehrere, wahrscheinlich

Experimenten wurde die Bindung
nicht-zelltypspezifische Proteine im Grolenbereich von 30 bis 100 kD detektiert. Die Identitat
dieser Banden ist weitgehend unklar. Die Spezifitdt der Kapsidinteraktion mit gereinigter Carbo-

anhydrase muf} in weiteren Experimenten nachgewiesen werden.

Das einfach gebaute Proteinkapsid von Parvovirus B19 besteht aus nur zwei Strukturproteinen,
VP1 und VP2, im Verhaltnis von 5 % zu 95 %. Das virale Protein VP2 ist fir die Kapsidbildung,

aber nicht fir die Infektiositat von Parvovirus B19-Virionen ausreichend.

Zu Vergleichszwecken flr Bindungsassays und Grundlage fiir weitere Strukturuntersuchungen
wurden heterogene VP1/VP2-Partikel im Baculo/Sf9-System produziert. Um die parallele
Transfektion einer Insektenzelle mit beiden heterolog zu exprimierenden Genen zu gewahr-
leisten, wurden ein bicistronischer Baculovirus hergestellt. Zur Vektor-determinierten Variation
des Expressionsverhaltnisses der Strukturproteine VP1 und VP2 wurden Mutationen in den
Promoterbereich der Fremdgen-Expressionskassette des Baculovirus eingefiihrt. In dieser
Arbeit konnten Mischkapside mit VP1-Anteilen von 45 % bzw. 30 % hergestellt werden,

wodurch die Funktionalitat der Promotermutationsansatzes bestatigt wurde.
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Familie Parvoviridae

1 Einleitung

Parvovirus B19 ist der einzige bisher bekannte Vertreter der Parvoviridae, der eindeutig
humanpathogen ist. Das Virus wurde 1975 bei einer Hepatitis B-Studie in Blutproben normaler
Spender gefunden und aufgrund seiner Eigenschaften als Parvovirus eingeordnet (Cossart
et al., 1975). Weitere Untersuchungen bestatigten fiir Parvoviren charakteristische Merkmale.
Bislang konnte gezeigt werden, dal Parvovirus B19 das verursachende Agens eines breiten
Spektrums von Krankheiten des Menschen ist. Antikdrper gegen Parvovirus B19 werden in 40 —

60 % der Uber 20-jahrigen und in Uber 85 % der Uber 70-jahrigen nachgewiesen.

1.1 Familie Parvoviridae

Zur Familie Parvoviridae gehdren kleine, nicht-umhdlite Viren mit einem einzelstrangigen DNA-
Genom, die viele Tiere, einschliellich Vertebraten und Arthropoden infizieren. Die Mitglieder
der Subfamilie Densovirinae infizieren ausschlieRlich Insekten, die der Subfamilie Parvovirinae
Wirbeltiere.

Die Parvovirinae sind wiederum in drei Genera unterteilt: Parvo-, Dependo- und Erythrovirus.
Die Dependoviren kénnen in das Wirtszellgenom integrieren, sich aber nur in Gegenwart eines
Helfervirus (Adeno- oder Herpesvirus) produktiv vermehren. Die Replikation der dem Genus
Parvovirus zugeordneten Viren erfolgt autonom. Auch die Erythroviren mit ihrem ausgepragten
Tropismus fiir erythroide Vorlauferzellen benétigen kein Helfervirus zur Vermehrung. Charak-
teristische Vertreter der Dependoviren sind die Adeno-assoziierten Viren (AAV), die der Parvo-
viren das Feline Panleukopeniavirus FPV (Johnson et al., 1974), das Canine Parvovirus CPV
(Thomson & Gagnon, 1978) oder das minute virus of mice MVM (Astell et al., 1983). Parvovirus
B19 ist neben dem Simian Parvovirus (O'Sullivan et al., 1994) und einem Parvovirus aus dem

Manchurian Chipmunk (Yoo et al., 1999) dem Genus Erythrovirus zugeordnet.

1.2 Parvovirus B19: Struktur und Genomorganisation

Parvovirus B19 ist ein kleines, nichtumbhiilltes, spharisches Viruspartikel, bestehend aus einem
ikosaedrischen Proteinkapsid und einem einzelstrangigen, circa 5,6 kb groRen DNA-Genom
positiver oder negativer Orientierung. Die Parvovirus B19-Virionen haben einen Durchmesser

von circa 25 nm und bandieren im CsCI-Dichtegradienten bei einer Dichte von 1,36 bis
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1,46 g/cm?® (Cossart et al.,, 1975; Ozawa et al.,, 1986; Kajigaya et al., 1989; Agbandje et al.,
1991).

Die genomische Organisation und Replikation viraler DNA von Parvovirus B19 ist der anderer
Saugetiere infizierender Parvoviren ahnlich. Die zwei Kapsidproteine VP1 und VP2 sind durch
Gene auf der rechten Seite (5-Ende des Negativstranges) und das Nichtstrukturprotein NS1
durch ein Gen auf der linken Seite des Genoms codiert. Der codierende Bereich des Genoms
wird durch komplementéare Wiederholungseinheiten (inverted terminal repeats) von 383 Basen

Lange flankiert, die Haarnadelschleifen ausbilden und bei der Replikation Primerfunktion haben.

Die Transkription des B19-Genoms zeigt einige ungewdhnliche Merkmale im Vergleich zu
anderen Parvoviren (Abbildung 1). Mindestens 9 {iberlappende polyadenylierte Transkripte wur-
den in infizierten Zellen detektiert, die alle durch den starken p6 Promoter am 3’-Ende des
Negativstranges initiiert werden. Weitere Besonderheiten sind das Vorhandensein sehr grof3er
Intronbereiche in den rechtsseitig codierten RNAs und von zwei einzigartigen Transkripten aus
der Mitte des Genoms, deren Funktion unbekannt ist.

ITR TR

3 — — 5° Genom

>
p6-Promotor mRNA

Translationsprodukt

NS1

VP1 + 7,5 kD-Protein

VP1

VP2 + 7,5 kD-Protein

VP2

7,5 kD-Protein

?

11 kD-Protein + 7,5 kD-Protein
11 kD-Protein

il

0 1000 2000 3000 4000 5000 Nukleotide

= |ntronbereich
herausgespleillter Exonbereich

wwawwwn - Polyadenylatschwanz

mmm offener Leserahmen

Abbildung 1: Transkriptionskarte von Parvovirus B19 mit Angabe der offenen Leserahmen nach
Ozawa et al. (Ozawa et al., 1987). ITR: inverted terminal repeats.
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Im Gegensatz zur Cotermination anderer Parvoviren besitzt das B19-Genom zwei separate
Transkriptions-Terminationstellen. Die ungewdhnlichen Polyadenylierungssignale in der Mitte
des Genoms (ATTAAA oder AATAAC) werden wahrscheinlich durch drei Transkripte gemein-
sam genutzt (Ozawa et al., 1987). Die Aktivitat des p6-Promoters ist nicht von der Permissivitat
oder Nicht-Permissivitdt einer Zellinie abhangig (Liu etal., 1991; Gareus etal., 1998). In
permissiven Zellen ist aber das Transkriptionslevel der Strukturgene gegeniber dem NS1-Gen
deutlich dominierend, wahrend die Uberexpression des NS1-Gens in nicht-permissiven Zellen
den Zelltod induziert (Liu etal., 1992; Morey etal., 1992; Pallier etal, 1997). Dies laRt
vermuten, dal} das relative Auftreten der Transkripte durch post-transkriptionelle Ereignisse, wie
alternatives Splei3en, aktive 3’-Prozessierung und durch die Erkennung verschiedener Termi-

nationssignale reguliert wird (Ozawa et al., 1987; Liu et al., 1992).

Fanf der von den mRNAs translatierten Proteine wurden bislang beschrieben. Die einzige
nichtgespleifdte mRNA codiert fiir das cytotoxisch wirkende Nichtstrukturprotein NS1 (77 KD),
ein Multifunktionsprotein mit regulatorischen und transaktivierenden Eigenschaften. NS1-
Proteine sind phosphoryliert und im Zellkern der Wirtszelle lokalisiert (Ozawa et al., 1988a;
Momoeda et al., 1994). Fur das NS1-Protein des minute virus of mice wurde in vitro eine ATP-
abhangige Helikaseaktivitat gezeigt (Jindal et al., 1994). Mindestens zwei virale 11 kD-Proteine
wurden in B19-infizierten Knochenmarkszellen nachgewiesen. Diese kleinen Nichtstruktur-
proteine haben mdglicherweise regulatorische Funktionen. Kleine regulatorische Proteine sind
auch in anderen Virussystemen fir Transaktivierungen oder intrazelluldre Transportprozesse
von Bedeutung, beispielsweise Tat und Rev bei HIV-1 (St Amand & Astell, 1993).

Das T=1 Proteinkapsid (Caspar & Klug, 1962) von Parvovirus B19 wird von den zwei Struktur-
proteinen VP1 (781 AS; 83 kD) und VP2 (554 AS; 58 kD) gebildet. Das virale Protein VP1
unterscheidet sich von VP2 nur in einer 227 AS langen N-terminalen Verlangerung, der unique
region. Transkriptionelle und translationale Kontrolle fiihrten in infizierten Zellen zu einem sehr
geringen Anteil VP1 am Gesamtkapsidprotein (Ozawa et al., 1988b). Die aus 60 Untereinheiten
aufgebauten ikosaedrischen Partikel viraler Préparationen enthalten circa 95 % VP2 und 5 %
VP1 (Ozawa et al., 1988b).

Die Kristallstruktur leerer Proteinkapside wurde bis zu einer Aufldsung von 8 A geklart
(Agbandje et al., 1994). Charakteristisches Strukturmotiv der Kapsidproteine scheint auch bei
Parvovirus B19 ein achtstrangiges anti-paralleles B-barrel zu sein. Die Oberflache des Kapsids
wird vor allem durch grofl3e loop-Regionen gebildet, die die B-Strdnge miteinander verbinden.
Immundaten lassen vermuten, dal} sich die unique region von VP1 an der Kapsidoberflache
befindet (Kajigaya et al., 1991; Rosenfeld efal., 1992). Die Oberflacheneigenschaften von
Parvovirus B19 unterscheiden sich deutlich von CPV und FPV. B19-Partikel haben an der

Dreifach-Symmetrieachse eine leichte Vertiefung anstatt eines prominenten, an der Wirtszell-
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erkennung und Antigenitat beteiligten Dorns und keinen Kanal an der Funffach-Symmetrie-
achse (Agbandje et al., 1994).

1.3 Pathogenese und Wirtszelltropismus

Parvovirus B19 ist ein verbreitetes humanpathogenes Virus. Im allgemeinen verursacht es die
mild verlaufende Kinderkrankheit Ringelrdteln (Erythema infectiosum), die haufig durch ein
auffalliges Exanthem im Gesichtsbereich gekennzeichnet ist (Anderson et al., 1983). Das B19-
Virus kann aber auch ein breites Spektrum ernsterer Symptome in Personen mit hamato-
Iytischen Erkrankungen, in immunsupprimierten Patienten, aber auch in normalen, immun-
kompetenten Individuen verursachen. Die klinischen Manifestationen reichen von akuten oder
persistierenden Arthropathien bis zu kritischen Ausfallen in der Produktion roter Blutkérperchen
(aplastische Krisen). In einigen Fallen ist die Infektion mit Thrombocytopenien, Myokarditiden
oder Hepatitiden assoziiert. B19-Infektionen in der Schwangerschaft kbnnen zu Hydrops fetalis

oder sogar zum Abort fuhren (Modrow, 2001).

Verursachendes Agens dieser Komplikationen ist der einzige bekannte humanpathogene
Vertreter der Parvoviridae mit einem ausgepragten Tropismus flr erythroide Vorlauferzellen
(Abbildung 2]. Nach Infektion von humanen Knochenmarkszellen wird die Bildung von
erythroiden, aber nicht die von myeloiden Kolonien inhibiert (Mortimer et al., 1983). Die Virus-
produktion in Knochenmarkskulturen ist proportional zum Gehalt erythroider Vorlauferzellen und
die Replikation wird durch Erythropoietin (EPO) signifikant erhéht. Diese Ergebnisse
implizieren, dall die Zielzellen von Parvovirus B19 erythroide EPO-sensitive Vorlaufer sind
(Ozawa et al., 1986).

Durch DNA-DotBlot-Analyse von Knochenmarkskulturen und Immunphanotypisierung von
fotalen hamatopoetischen Zellen wurde gezeigt, dal® nur proliferierende Zellen spater Differen-
zierungsstadien (Pronormoblasten, Normoblasten) fur eine effiziente B19-Replikation permissiv
sind. Das Unvermoégen in sehr frihen koloniebildenden Stadien zu replizieren, beruht mdog-
licherweise auf einer erhohten Empfindlichkeit dieser friihen primitiven Differenzierungsstadien
gegen die NS1-vermittelte Cytotoxizitat (Takahashi et al.,, 1990; Morey & Fleming, 1992). Die
Erythropoiese wird in B19-infizierten Zellkulturen supprimiert. Die nachfolgende Wiederent-
stehung erythroider Vorlauferzellen erklart das transiente Auftreten B19-induzierter aplastischer
Krisen im klinischen Bereich (Takahashi etal., 1990). Die B19-Infektion induziert in den
erythroiden Vorlaufern apoptotische Veranderungen (Morey et al., 1993; Moffatt et al., 1998).
Abgesehen von diesem auffalligen Tropismus fur erythroide Vorlduferzellen kann eine B19-

Infektion auch die Megakaryocytopoiese beeintrachtigen (Srivastava et al., 1990).
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pluripotente Stammzelle

BFU-E
!
CFU-E (konditionierte Stammzelle)

Erythropoietin
Parvovirus B19-infizierbare ﬂ vthrop
Zelldifferenzierungsstadien | Proerythroblast

g Hamoglobinsynthese

\ Erythroblast

ﬂ ZellkernausstoBung
Knochenmark (fétale Leber)

Blutbahn

Reticulozyt ----------------—-
ﬂ Mitochondrienverlust

) Erythrozyt

Abbildung 2: Erythroide Differenzierung von der Stammzelle zum reifen roten Blutkérperchen.
BFU-E (burst forming unit-erythroid), CFU-E (colony forming unit-erythroid).

Bislang steht kein geeignetes Zellkultursystem zur effizienten Vermehrung des Virus zur Verfu-
gung. Fur eine produktive, virale Replikation sind nur Kulturen humaner Knochenmarkszellen
(Ozawa et al., 1986) und erythroide Zellen aus fétalen Leberzellen (Yaegashi et al., 1989) oder
peripherem Blut (Serke et al., 1991) empfanglich. Die Replikation von Parvovirus B19 wurde
auch in EPO-induzierten MB-02-Zellen (Megakaryocyten) gezeigt. Das virale Replikationslevel
in MB-02-Zellen ist signifikant geringer als in Knochenmarkszellen (Munshi et al., 1993). Alle
diese Systeme sind aber durch die terminale Differenzierung erythroider Zielzellen und damit
durch die Ausdinnung permissiver Zellen limitiert. In anderen etablierten, erythroleukdmische
Zellinien, wie K562, konnte keine B19-Replikation nachgewiesen werden. Die kontinuierliche
Propagierung von Parvovirus B19 konnte in der Erythropoietin-abhangigen megakaryo-
blastischen leukamischen Zellinie UT-7 gezeigt werden. Die Abhangigkeit der viralen Replika-
tion von der Adaptation dieser Zellinie an Wachstum in Gegenwart von EPO lalkt vermuten, dall
die Permissivitat von Zellen fiir Parvovirus B19 durch intrazellulare Faktoren und weniger durch
Oberflachenrezeptoren determiniert wird. Die virale Replikation in diesen Zellen war ebenfalls
deutlich geringer als in Knochenmarkszellen (Shimomura etal., 1992). Die vorgestellten

Systeme sind nicht fur die Gewinnung von Virus in praparativem Mal3stab geeignet.

Die Assemblierung leerer, nichtinfektiéser Viruspartikel wurde in CHO (chinese hamster ovary) -

Zellen (Kajigaya et al., 1989) und mit gro3er Ausbeute in Insektenzellen nach rekombinanter
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Expression der Strukturproteine VP1 und VP2 gezeigt (Brown et al., 1991; Kajigaya et al.,
1991). Das Hauptstrukturprotein VP2 ist fur die Partikelassemblierung ausreichend, wahrend
VP1 allein nicht in der Lage ist, Kapside zu bilden. Die N-terminale Verkirzung von VP2 um
25 AS hat keinen Einflul auf die Kapsidassemblierung (Kawase et al., 1995).

1.4 Globosid - Zellularer Rezeptor des Parvovirus B19?

Die durch rekombinante B19-Proteinkapside induzierte Hamagglutination (HA) humaner
Erythrocyten konnte durch Membranextrakte aus Erythrocyten, Knochenmarks- und UT-7-
Zellen inhibiert werden. Die Hamagglutination wurde zum Beispiel mit Extrakten aus K562 und
HelLa-Zellen, die nicht fir B19 permissiv sind, nicht gehemmt. Die HA-Aktivitdt konnte durch
Behandlung der Erythrocyten mit Phospholipase A, unterbunden und mit hohen Konzentra-
tionen Natriumperjodat verringert werden, als inhibierendes Agens wurde daher ein Glycolipid
vermutet. Durch Globosid, einem Hauptglycosphingolipid an der Oberflache von Erythrocyten,
wurde die Parvovirus B19-vermittelten Hamagglutination stark inhibiert. Zusatzlich konnte die
Bindung von B19-Kapsiden an immobilisiertes Globotetraosylceramid in Radioimmunassays
gezeigt werden (Brown & Cohen, 1992; Brown et al., 1993).

( H2)nCH3

HN HH
H—&&H(CH) CH
5N g “H2h2- s

n=16.18 220r24 Abbildung ~ 3:  Strukturformel  des

Glycosphingolipids Globosid (Gb4Cer);
GalNAcB3Gala4GalpB4Glc3-Ceramid.

Der Zuckeranteil von Globosid ist eine Tetraose aus Glucose, zwei Galactosemolekilen und
einem terminalen N-Acetyl-Galactosamin. Der Lipidanteil enthalt nicht-hydroxylierte Fettsduren
aus 16 bis 24 Kohlenstoffatomen, die kovalent mit einem C;s-Sphingosinrest verknlpft sind
(Abbildung 3} (Naiki & Marcus, 1975). Globotetraosylceramid (Globosid) wurde mittels
Hamagglutination-Inhibitionsassays als ein Antigen des 1927 von Landsteiner und Levine

entdeckten P-Blutgruppensystem identifiziert (Naiki & Marcus, 1974).

Neben Globosid, dem Antigen P, werden die finf Phanotypen des P-Blutgruppensystems von
zwei weiteren neutralen Glycosphingolipiden, den Antigenen P¥ und P,, charakterisiert (
ﬂ). Die Zuckerkomponente des Antigens P, hat die Struktur Galo4Gal4GalNAcB3Galp4Glc
(Marcus et al., 1981). Antigen = Globotriaosylceramid (Gb3Cer), unterscheidet sich von Glo-
bosid nur im Fehlen des terminalen N-Acetyl-Galactosamin. Erythrocyten der Phanotypen P,

und P, enthalten zwar Gb3Cer, es ist aber nicht auf der Zelloberflache exponiert. Charakte-
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ristisch fur Zellen des p-Phanotyps sind abnorme Mengen Lactosylceramid (Galp4Glc-Cera-
mid), Paraglobosid (nLc4Cer, Galp4GalNAcB3GalB4Glc-Ceramid) und eine spezifische Gangli-

osid-Zusammensetzung mit einem erhéhten Anteil an Sialosylparaglobosid.

Tabelle 1: Phénotypen des P-Blutgruppensystems und deren Héaufigkeit (Bailly & Bouhours,
1995).

Phinotyp Haufigkeit pX P P4
Gb3Cer Globosid

P, 75 % (*) . .

P2 25% (*) . -

PX, sehr selten . - .

PY, sehr selten . - -

p sehr selten - - -

Der Oligosaccharidanteil der Glycosphingolipide wird durch die sequentielle Ubertragung von
einzelnen Zuckerresten durch Glycosyltransferasen synthetisiert. Ausgehend von Lactosyl-
ceramid scheinen zwei Biosynthesewege zu existieren, einer zum Aufbau der P* und P-Anti-
gene der Globo-Reihe und der andere zur Synthese des zur Neolacto-Gruppe der Glycolipide
gehdrenden Ps-Antigens. Die Glycolipidzusammensetzung des p-Phanotyps wird als das
Ergebnis einer metabolischen Blockade der Gb3Cer-Synthese interpretiert. Die Grundlage der
Abwesenheit von Ps-Antigen ist aber noch umstritten. Das Fehlen oder der sehr geringe Gehalt
von Globosid auf Zellen des P*-Phanotyps scheint allerdings die Folge einer verminderten Akti-
vitét der Glycosyltransferase zu sein, die die Gb4Cer-Synthese aus Globotriaosylceramid kata-
lysiert. Zwischen den Phanotypen des P-Blutgruppensystems sind auch Unterschiede in der
Kettenlange des Lipidanteils zu beobachten. So enthalten p-Zellen erhhte Mengen an C,, - Cy4
Fettsduren, wahrend in normalen Zellen die Kettenlangen Cis und Cig Uberwiegen (Bailly &
Bouhours, 1995).

Parvovirus B19 hamagglutiniert normale humane Erythrocyten, nicht jedoch die vom p und pX.
Phanotyp. Epidemiologische Studien in einer Amish-Population zeigten, dal® Personen mit der
seltenen Blutgruppe p gegen eine B19-Infektion resistent sind und keine Antikérper gegen das
Parvovirus B19 entwickeln. In Knochenmarkszellen von p-Spendern konnte keine Virusreplika-
tion nachgewiesen werden. Globosid und monoklonale Antikérper gegen Globosid schiitzen
CFU-E vor der virusvermittelten Cytotoxizitat. Globosid wurde daher als Rezeptor fiir Parvovirus
B19 vorgeschlagen (Brown & Cohen, 1992; Brown et al., 1993; Brown et al., 1994).
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Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von Parvovirus B19 VP2-Kapsiden allein oder im

Komplex mit Globosid gelang mit einer Auflésung von 26 A.

Abbildung 4: Bildrekonstruktion von Parvovirus B19-Partikeln aus der Cryo-EM-Elektronen-
dichteverteilung (A) von leeren, rekombinanten VP2-Kapsiden und (B) VP2-Kapsiden kom-
plexiert mit Globosid (Chipman et al., 1996). Pfeil: zusétzliche Elektronendichte in der Vertie-

fung einer Dreifach-Symmetrieachse.

Die Unterschiede in der Elektronendichteverteilung von cryo-elektronenmikroskopischen Auf-
nahmen leerer VP2-Proteinkapside mit und ohne Globosid lassen vermuten, dal® der B19/
Globosidkontakt tber die Bindung von Globotetraosekdpfen in einer trimeren helikalen Anord-
nung in die Vertiefungen an den Dreifach-Symmetrieachsen des Kapsids vermittelt wird. Nach
computergestutzter Anpassung eines Tetrasaccharids in die Elektronendichtedifferenzkarte
wurde ein hydrophober Kontakt zu dem Tyrosinrest 401 von VP2 vorgeschlagen (Chipman
et al., 1996).

Die Interaktion mit Globosid erklart nicht vollstandig den ausgepragten Zelltropismus von
Parvovirus B19. Das P-Antigen Globosid ist nicht nur auf Erythrocyten und deren Vorlaufern,
sondern auch auf einer Vielzahl weiterer Zelltypen prasent, in denen das B19-Virus nicht repli-
ziert. Globosid wurde auf der Oberflache von Megakaryocyten, Endothelzellen, Fibroblasten,
reifen und aktivierten B-Zellen, placentalen Trophoblasten, fétalen Leber- und Myocardzellen
gefunden (dem Borne et al., 1986; Wiels et al., 1991; Cooling et al., 1995; Jordan & DelLoia,
1999).

1.5 Virus-Rezeptor-Wechselwirkungen

Initialer Schritt der Infektion von Zellen durch verschiedene Pathogene ist die spezifische

Erkennung von Oberflachendeterminanten der Zielzelle. Die molekularen Grundlagen der
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Bindung sind unterschiedlicher Natur und kénnen sehr komplex sein. Sekundare Bindungs-
ereignisse kénnen erfolgen, wenn Anderungen des Liganden oder des Rezeptors wéhrend der
Bindungsreaktion zu héherer Affinitat fihren oder weil zusatzliche Adhasine und / oder Rezep-
toren gebunden werden. Multivalente Interaktionen, die vor allem bei Kohlenhydrat-Protein-
Kontakten beobachtet werden, erhéhen im allgemeinen die Aviditat einer Wechselwirkung
(Haywood, 1994; Norkin, 1995; Lee & Lee, 1995). Da die meisten Komponenten von Virus /
Rezeptor-Systemen membranstandige Proteine oder Lipide und zum Teil Bestandteil gréRerer
Komplexe sind, lassen sich diese Systeme nur schwer mit biophysikalischen Methoden unter-
suchen. Zahlreiche Virusrezeptoren wurden bislang identifiziert. Einige Viren binden Proteine,
andere Kohlenhydrate und manche beides (Haywood, 1994; Schneider-Schaulies, 2000). Hier

nur einige Beispiele fir vielfaltige Virus / Rezeptor-Interaktionen:

Die Anlagerung des Influenzavirus (Orthomyxoviridae) an die Oberflache bronchialer Epithel-
zellen geschieht durch Wechselwirkung zwischen Hamagglutinin, einem Lectin auf der Virus-
oberflache, und mehreren Einheiten von N-Acetyl-Neuraminsaure (Sialinsdure), dem end-
sténdigen Zuckerrest vieler Glycoproteine an Zelloberflachen (Carroll et al., 1981; Rogers et al.,
1983). Dieser Rezeptor / Protein-Komplex konnte auch rontgenkristallographisch beschrieben
werden (Weis et al., 1988). Das Vorhandensein der Sialinsaure scheint allerdings fiir die Infek-
tion von Zellen durch Influenzavirus keine notwenige Voraussetzung zu sein (Stray et al., 2000).
Das Bovine Parvovirus, ein autonomes Parvovirus, das verschiedene Rinderzellen infiziert und
humane Erythrocyten hamagglutinieren kann, interagiert ebenfalls mit N-Acetyl-Neuraminsaure,
prasentiert durch Glycophorin A, dem Hauptglycoprotein der Erythrocytenmembran (Thacker &
Johnson, 1998). Die Erkennung von Zuckerstrukturen wurde auch flir andere Parvoviren
beschrieben. So vermittelt membran-assoziiertes Heparansulfat-Proteoglycan die Anheftung
von AAV-2-Virionen und die Infektion der Zielzellen (Summerford & Samulski, 1998). Die api-
kale Membran von Endothelzellen der Atmungsorgane enthalt hochaffine Rezeptoren fur das
Adeno-assoziierte Virus 5 (AAV-5). Erste Untersuchungen lassen vermuten, dafl} Sialinsaure
auch hier der Rezeptor oder eine notwendige Komponente eines Rezeptorkomplexes ist
(Walters et al., 2001). Das Canine Parvovirus bindet sowohl an Sialinsaure als auch an Glyco-
sylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte Proteine an der Oberflache von empfanglichen felinen
T-Zellen (Barbis & Parrish, 1994). In A72 Zellen wurde mittels eines virus overlay protein
binding-Assays und Immunprazipitation ein spezifisches Bindemolekul fir CPV identifiziert, ein
40- bis 42-kDa grof3es Glycoprotein (Basak et al., 1994). Neueste Untersuchungen zeigen, dal}
CPV und FPV an humane und feline Transferrin-Rezeptoren binden und diese Proteine zum
Eintritt in die Zelle nutzen (Parker et al., 2001). Ein circa 67 kD groftes Zelloberflachenprotein
aus Leberzellen, das spezifisch Aleutian Mink Disease Parvovirus bindet, wurde noch nicht

hinsichtlich der Glycosylierung charakterisiert (Fox & Bloom, 1999).

18



Einleitung

Die Bindung von a-Herpesviren an Heparansulfat flihrt nicht notwendigerweise zum Zelleintritt.
Mehrere Proteine wurden als Corezeptoren identifiziert (Spear et al., 2000). Polyomaviren
binden sialysierte Oligosaccharide an der Oberfliche empfanglicher Zellen. Einige Stamme
erkennen zusatzlich verzweigte Oligosaccharide mit einem zweiten N-Acetyl-Neuraminsaure-
Molekil. 1997 gelang die Aufklarung der Kristallstruktur eines rekombinanten Polyomavirus
VP1-Pentamers im Komplex mit einem verzweigten disialysierten Hexasaccharid (Stehle &
Harrison, 1997). Es scheint, daf® die Bindung an Heparansulfat oder Sialinsdure die primare,
kinetisch schnelle Adhasion der Viren an die Zielzelle ermdglicht und nachfolgend die Bindung
eines weiteren hdheraffinen Rezeptors oder Rezeptorkomplexes gewahrleistet, der dann den
Zelleintritt vermittelt (Schneider-Schaulies, 2000).

Die Bindung an glycosylierte Lipide ist fiir zahlreiche Wechselwirkungen von Bakterien mit ihren
Wirtszellen beschrieben. Das mit den Blutgruppe P-Antigenen verwandte Glycosphingolipid,
Sialosyl-Galactosylglobosid, ist ein Rezeptor flr uropathogene E.coli-Stdamme (Stroud et al.,
1998). Hamagglutination-Inhibitionstests mit Mono- und Oligosacchariden sowie Glycoproteinen
indizieren, dall die fur die E.coli-Bindung notwendige Minimalstruktur Galo4Gal in P-Blut-
gruppenantigenen auch von Galactose-bindenden Stdmmen des Meningitiserregers Strepto-
coccus suis erkannt wird. In Dunnschicht-Bindungsassays wurde gezeigt, dal® Streptococcus
suis an Globotriaosylceramid, aber nicht an Globosid oder Globopentaosylceramid bindet
(Haataja et al., 1993). Eine Glycolipiderkennung kann auch die Grundlage von Virus/ Zell-
kontakten sein. Fur die Bindung des Roételnvirus (Rubivirus) an die Zelle spielen verschiedene
Membranlipidkomponenten eine Rolle. Starke neutralisierende Eigenschaften zeigten verschie-
dene Phospholipide und Glycolipide, wie Ganglioside oder Lactosylceramid (Mastromarino
etal.,, 1990). Eine hochaffine Bindung von Influenzavirus an humane poly-Glycosylceramide
wurde mittels eines Festphasenassays nachgewiesen (Matrosovich et al., 1996). HIV-1 erkennt
neben dem CD4-Glycoprotein und weiteren Corezeptoren auch Galactosyl- und Globotriaosyl-
ceramid (Fantini et al., 1993; Puri et al., 1999; Fantini et al., 2000).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Das Verstandnis der Interaktion von Pathogenen mit ihren Bindemolekilen an der Zielzellober-
flache ist eine grundlegende Voraussetzung fir die Entwicklung geeigneter Therapeutika. Ziel
der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion von Parvovirus B19 mit seinen mdglichen

Rezeptor Globosid detailliert biophysikalisch und chemisch zu charakterisieren.

Nach Schaffung der notwendigen Voraussetzungen, wie Etablierung der rekombinanten
Kapsidproduktion und Herstellung geeigneter Immunreagenzien, sollte durch Hadmagglutina-

tionsuntersuchungen das bindende Rezeptor-Oligomer identifiziert werden.
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Zielsetzung der Arbeit

Mittels spektroskopischer und kalorimetrischer Untersuchungen sollte die Bindung an homo-
gene und heterogene Kapside analysiert und Bindungsaffinitdten bestimmt werden. Die an der
Bindung beteiligten molekularen Wechselwirkungen sollten im weiteren naher beschrieben
werden. Ein Aspekt der Arbeit war dabei die Etablierung eines geeigneten Festphasen-Test-
systems fir die quantitative biophysikalische Untersuchung der Interaktion wasserldslicher

multivalenter Rezeptoranaloga mit rekombinanten Proteinkapsiden.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien und Biochemikalien

2.1.1 Allgemeines

APPLICHEM, Darmstadt

BiomoL, Hamburg

DiFco, Hamburg

GIBCOBRL LIFE TECHNOLOGIES, Karlsruhe

MERCK, Darmstadt

NATIONAL DIAGNOSTICS, Atlanta, USA
PAN, Aidenbach

PERSEPTIVE BIOSYSTEMS, Warrington, U.K
ROCHE, Mannheim

ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Taufkirchen

USB, Cleveland, USA

DTT, IPTG, BSA Fraktion V

CsCl, MOPS

Bacto-Trypton, Bacto-Hefeextrakt

FKS, Pluronic F68, T.C.100

Ampicillin, Borsaure, Bromphenolblau, CaCl,,
Diethanolamin, EDTA, Essigsaure,
Formaldehyd, GdCl, Glucose, Glycerin, Glycin,
HEPES, Isopropanol, KAc, KCI, KH,POy,,
MeOH, B-Mercaptoethanol, MgCl,, MnCl,,
NaAc, NaCl, N82003, NazHPO4, NH4AC, N|C|2,
NaNs;, RbCl, Saccharose, Tween 20
Protogel-Acrylamidfertiglésung

Kanamycin, RPMI1640/2 mM GIn

DMF

NBT/BCIP-Stammldsung, Nonidet® P40
AgNO;, EtOH, SDS

Aprotinin, L-Arginin, CHAPS, Cholesterin,
DMSO, Gentamicin, Glutardialdehyd,
Leupeptin, Na,S,03, Octyl-3-D-glucopyranosid,
Pepstatin A, L-a-Phosphatidylcholin, PMSF,
PNPP, Tetracyclin, Triton X-100, X-Gal

Tris

2.1.2 Oligosaccharide und Glycolipide

Die Globotetraosederivate SN1, SN3 und SN4 (Abbildung 43] wurden freundlicherweise von
Dr.UIf Nilsson (Organic Chemistry 2, The Lund Institute of Technology, University of Lund,

Schweden) zur Verfligung gestellt. Das Glykolipid Globosid und die Kontroll-Glykolipide wurden

von SIGMA bezogen.
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2.1.3 Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht zu den in dieser Arbeit verwendeten Antikérpern

Bezeichnung Antigen Herkunft Markierung Quelle
Primére Antikorper:
860-55D VP2-Kapsid Mensch, mAK, . In der AG Modrow
IgG hergestellt
Galp3GalNAcB3
GalaR; kreuz- Ratte, mAK, Davor Solter, MPI,
MC-631 (SSEA-3) reaktiv gegen IgM Freiburg
Globosid
Im Rahmen dieser
a-VP2 VP2 Kaninchen Arbeit hergestelltes
Antiserum
. . Maus, mAK, CHEMICON, Temecula,
a-Parvovirus B19 | VP1/VP2-Epitop I9G USA

Sekundare Antikorper:

DAko, Glostrup,

o-human-IgG humanes IgG Kaninchen AP Danemark
ao-human-IgG/AP humanes IgG Ziege AP SiGMA, St.Louis, USA
a-rabbit-IgG/AP Kaninchen-IgG Schwein AP DAkO
a-rabbit-IgG/FITC | Kaninchen-IgG Schwein FITC DAko
a-mouse-1gG Maus-IgG Ziege AP BIORADng:rCUIeS’
a-rat-IgM Ratten-IgM Ziege HRP DIANOVA, Hamburg

2.1.4 Molekulargewichtsmarker

DNA-Standards:

1 kb DNA ladder (NEB, Beverly, USA)

100 bp DNA ladder (NEB)

DNA Molecular Weight Marker VI (ROCHE)

DNA Molecular Weight Marker VII (ROCHE)
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Protein-Standards:

Prestained Precision Protein Standard, Broad range
(BIoRAD, Hercules, USA)

LMW, Dalton Marker VII-L (SIGMA, Taufkirchen)
HMW, High Molecular weight marker (SIGMA)

[14C] Methylierter Proteinstandard CFA 626

10 - 250 kD

14,2 - 66 kD
24 — 205 kD

14,3 — 220 kD

(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH Europe, Freiburg)

Molecular Weight Marker Kit for Nondenaturating PAGE

(SIGMA)

2.2 Puffer und Nahrmedien

PBS-Puffer

14 — 500 kD

Zur Herstellung der PBS-Gebrauchslosung wurden 500 ml Stammlésung A in einen 5 |-Kolben

mit ~ 4 | H,O verdinnt und 500 ml Stammlésung B zugegeben. Nach Einstellen der Losung auf

pH 7,0 — 7,4 wurde auf 5 | aufgefillt. PBS (ohne) enthalt kein Calcium- und Magnesiumchlorid.

[10x] Stammlésung A: 1,37 M  NaCl
26,8 mM  KCI
80,0 mM  Nay,HPO,
14,7 mM  KH,PO,
[10x] Stammlésung B: 9,0 mM CaCl,
49 mM  MgCl,
TE-Puffer
TE fiir DNA-Proben: 10 mM  Tris/HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

LB (Luria-Bertani)-Medium

Zusammensetzung: 1,0

%
%
%

Bacto-Trypton
Bacto-Hefeextrakt
NaCl

Nach dem Lésen der Substanzen in H,O wurde der pH auf 7,5 eingestellt und das Medium

durch Autoklavieren sterilisiert. Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem Medium 1,5 % Agar

(DIFco) zugefugt. Die Selektion der Bakterien erfolgte durch Zusatz geeigneter Antibiotika, z.B.

Ampicillin mit einer Endkonzentration von 100 pug/ml.
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SOC-Medium, pH 7,0

Zusammensetzung:

20 % Bacto-Trypton
0,5 %  Bacto-Hefeextrakt
10 mM NaCl
25 mM KCI
10 mM  MgCl,
10 mM  MgSO,
20 mM  Glucose

Die Herstellung erfolgte wie in (Sambrook et al., 1989) beschrieben.

2.3 Organismen

Escherichia coli Stamme

Tabelle 3: Genotypen der verwendeten Bakterienstdmme

competent cells

leu)7697 galU galK A" rpsL nupG /bMON14272
/PMON7124

Stamm Genotyp Quelle
: o NOVAGEN,
BL21(DE3) F" ompT hsdSg(rs’mg’) gal dem(DE3) Madison, USA
F~ 80d/acZAM15 recA1 endAl gyrA96 thi-1,
DH5a hsdRI7(r«’, mk") supE44 relA1 deoR A(lacZYA- GIBCOBRL
argF)u169
F"mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80d/acZAM15
DH10Bac™ AlacX74 deoR recA1 endA1 araD139 A(ara, GIBCOBRL

F* A" fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 gene1 gal sulA11

umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F’ proAB
lacl'ZAM15Tn10(Tet')]

ER2566 A(mcerC-mrr)114::1S10R(mcr-73::miniTn 10—tetS)2 NEB, Schwalbach
R(zgb-210::Tn10) (TetS) endA1 [dem]

SG13009[pREP4] | Nal® Str® rif® lac ara gal mtl F~ recA” uvr* QIAGEN, Hilden
€14 (McrA)A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1

SURE" SupE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recd sbcC STRATAGENE, La

Jolla, USA

Eukaryotische Zellinien:

Die Insektenzellinie Sf9 (ATCC CRL-1711) (INVITROGEN, Groningen, Niederlande) basiert auf

Spodoptera frugiperda Ovarzellen und wurde zur Herstellung und Vermehrung rekombinanter

Baculoviren und zur Uberexpression von Fremdgenen genutzt.
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Die Megakaryocyten-Zellinie MB-02 wurde erstmals 1991 von Doris Morgan beschrieben
(Morgan etal., 1991). Diese humane, leukéamische Zellinie kann durch Erythropoietin zur
erythroiden Differenzierung und damit zu fur Parvovirus B19 permissiven Differenzierungs-

stadien (Munshi et al., 1993) stimuliert werden.

Die erythroleukdmische Zellinie K662 (ATCC CCL-243) wurde aus einer Patientin mit chro-
nischer myeloischer Leukamie (CML) in der Blastenkrise etabliert (Lozzio & Lozzio, 1975). Die
Zellpopulation ist weitgehend undifferenziert und gehoért zur Granulocytenlinie. Die K562-
Blasten sind multipotente, hamatopoetisch maligne Zellen, die spontan zu Vorlaufern von
Erythrocyten, Granulocyten und Monocyten differenzieren (Lozzio et al., 1981).

Die verwendete HeLa S3-Zellinie (ATCC CCL-2.2) ist ein an das Wachstum in Suspensions-
kultur adaptierter Klon der urspriinglichen, aus einem humanen Cervix-Karzinom etablierten
HelLa-Zellinie (Puck et al., 1956).

Virusstamme:

Baculovirus AcMNPV-VP2 wurde unserer Arbeitsgruppe von Dr. Manfred Motz (MIKROGEN
GMBH, Minchen) (berlassen. Alle weiteren verwendeten rekombinanten Baculoviren (Tabelle]

EI) wurden im Rahmen dieser Arbeit angefertigt.

Tabelle 4: In dieser Arbeit hergestellte rekombinante Baculoviren

Bac-to Bac-

Bezeichnung Donorplasmid

Eigenschaften

Bac-duVP12 pfbdual-VP12 VP1 unter p10-Promoter, VP2 unter polh Promoter
ia;c;duVPQ- pfodual-VP12-mut1 | wie Bac-duVP12 + Mutation 1 im polh Promoter
pac duve1z- pfbdual-VP12-mut2 |  wie Bac-duVP12 + Mutation 2 im p10 Promoter
pac VP2 pfbdual-vP12-mut12 wie Bac-duVP12 + Mutationen 1 und 2

2.4 Plasmide und Oligonukleotide

Samtliche Primer und Oligonukleotide wurden, wenn nicht anders angegeben, gereinigt und

entsalzt von der Firma METABION (Planegg-Martinsried) bezogen.
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Plasmide und Oligonukleotide

2.4.1 B19-Sequenzierprimer

Tabelle 5: Uberblick iiber die fiir Kontrollsequenzierungen verwendeten Primer

Bezeichnung | T,, (°C) DNA-Sequenz (5’-3’) Anmerkung
3B1 52 AGTTTTGICTGTAACATCC Position auf Standardisolat
pYT103: 3511-3529
3F1 50 ATGACTTTAGGTATAGCC pYT103-Position: 2901-2918
4B1 52 ACAATTCTTCAGGCTTTTC pYT103-Position: 4739-4757
4B2 52 GIGGTGITGITTTGCATC pYT103-Position: 4709-4726
4F1 50 AATGTACAATCCCTTATAC pYT103-Position: 3877-3895
4F2 50 ATGAAGACCATGCAATTC pYT103-Position: 3957-3974
7B2 48 CAAACTTCCTTGAAAATG pYT103-Position: 3065-3082
8B2 50 AGGATATTCTAGIGTITTTG pYT103-Position: 4088-4106
8F1 52 CAATGCCAGTGGAAAGG pYT103-Position: 3319-3335
8F2 52 CCCCATGGAGATATTTAG pYT103-Position: 3378-3395
9F2 50 AAGAGCCCTTCACTATG pYT103-Position: 4375-4391
duprom_b 54 CTCGAGATCCCGGEGT G backward im
pfbdual-Promoterbereich
duprom_f 52 CTAGATTCGAAAGCGEC forward im
pfbdual-Promoterbereich
pET-intein 70 ACCCATGACCTTATTACCAACCTC backward im
Inteinbereich
QE-prom 54 CCCGAAAAGTGCCACCTG forward im
pQE40-Promoterbereich
T7-prom 56 TAATACGACTCACTATAGGG forward im
T7-Promoterbereich
T7-term 58 GCTAGITATTGCTCAGCGG backward im
T7-Terminatorbereich
T7-universal 66 CGGGGATCTCGATCCCGCG forward im
T7-Promoterbereich
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2.4.2 PCR-Primer und Oligonukleotide

Tabelle 6: Ubersicht zu verwendeten PCR-Primern und Oligos (xxx = Template-Sequenz, XXX
= inserierte Sequenz, XxX = Schnittstelle, = spezielles Codon, XxX = Start-bzw. Stopcodon)

Bezeichnung | T,, (°C) DNA-Sequenz (5’-3’) Anmerkung
du-VP1_1 66 |TTATAACTCGAGAAat gagt aaagaaa | Insertion einer Xhol-Stelle
gt ggcaaat gg am 5'-Ende von VP1
du-VP1_2 62 TTATAAGCTACCH t acaat gggt gcac Insertion einer Nhel-Stelle
acggc am 3'-Ende von VP1
du-VP2_1 62 TATCTAGAat gacttcagttaattctg Insertion einer Xbal-Stelle
c am 5'-Ende von VP2
du-VP2_ 2 62 TTATAAAAGCL t acaat gggt gcacac | Insertion einer Hindlll-Stelle
ggc am 3'-Ende von VP2
mut1_C 66/98 |t gcgCCAAGCTTGCcattttaattatc forward zur Insertion der
tccatg Mutation 1 (Hindlll-Stelle) im
pfbdual-Promoterbereich
mut1_D 62/94 [t gCCAAGCTTGCGcgcaaat aaat aagt backward zur Insertion der
attttactg Mutation 1 (Hindlll-Stelle) im
pfbdual-Promoterbereich
mut2_E 64/74 |gtt TG aagaatt att at caaat cat forward zur Insertion der
ttg Mutation 2 im pfbdual-
Promoterbereich
mut2_G 78/88 |gatttgataataattcttaCCAaacta | backward zur Insertion der
taatatattg Mutation 2 im pfbdual-
Promoterbereich
mut_A 74 |ctgtagtgctgtcagtaacctgtac forward fur Mutation des
pfbdual-Promoterbereiches
mut_ B 68 ctgcaccttttaaagtaaagtagtc backward fir Mutation des
pfbdual-Promoterbereiches
QE_Ascl/1 GATCCAATCGATTGGCGCGCCGAACTG | 5'-3' bzw. 3'-5' Oligonukleotid
GAGCGGECCCCTATCATTCGAGTG zum annealing eines
GICACTGGTAC BamH|/Kpnl-kompatiblen
dsDNA-Fragmentes mit einer
QE_Ascl/2 CAGTGACCACTCGAATGATAGCGGECCG | Ascl-Stelle (MWG Biotech,
CTCCAGTTCGGCGCGCCAATCCGATTG Ebersberg)
QE-VP2_1 58 |ATTAGGCGCCGCCgcat gacttcagtta |Insertion einer Ascl-Stelle am
attctg 5'-Ende von VP2
QE-VP2_2 60 |ctgagggcaCCCCggggag Insertion einer Smal-Stelle
am 3'-Ende von VP2
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Bezeichnung | T,, (°C) DNA-Sequenz (5’-3’) Anmerkung
TYB-VP1 62 TTATAAATTAATat gagt aaagaaagt |Insertion einer Asel-Stelle am
ggcaaat g 5'-Ende von VP1
TYB-VP2_1 60 |TTATAAATTAATat gacttcagttaat |Insertion einer Asel-Stelle am
tctgcag 5'-Ende von VP2
TYB-VP2_2 58 |AATAAGCCTCTTCCGCacaat gggt gc Insertion einer Sapl-Stelle
acacggct am 3'-Ende von VP2
TYB-VP2gly 58 |AATAAGGCTCTTCCGCAACGcaat ggg | Insertion einer Sapl-Stelle
t gcacacggct und eines Glycin-Codon am
3'-Ende von VP2
2.4.3 Plasmide

Tabelle 7: Ausgangsvektoren

Bezeichnung | GroRe (bp) Bemerkungen Quelle
pcVP1 Klonierungsvektor, PCR-Template AG Modrow
(pcDNA3-VP1) (A. Hemauer)
pET11a 5677 Expressionsvektor, IPTG-Induktion NOVAGEN
pFastBac Dual 5238 Donorplasmid fiir das GIBCOBRL
(pfodual) Bac-to-Bac”Baculovirus
Expressionssystem
pQE40 4032 Expressionsvektor, [6xHis] am QIAGEN
N-Terminus, IPTG-Induktion
pTYB1 7280 Expressionsvektor, Intein am NEB, Schwalbach
C-Terminus, IPTG-Induktion
pUC18-VP1 Klonierungsvektor, PCR-Template AG Modrow
(G. Kiourkenides)

Tabelle 8: In dieser Arbeit konstruierte Vektoren

Bezeichnung Ausgangs- Insertion verwendete GroRe
vektor Schnittstellen (bp)
pET11a-VP1 pET11a VP1-Gen Nhel, Ndel/Asel 8023
pET11a-VP2 pET11a VP2-Gen 7342
pfbdual-VP12 pfbdual-VP2 + VP1-Gen Xhol, Nhel 9227
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Bezeichnung Ausgangs- Insertion verwendete GrofRe
vektor Schnittstellen (bp)
pfbdual-VP12mut1 | pfbdual-VP12 | + Mutation 1 im polh | PCR-Mutagenese, 9227
Promoterbereich Xbal, Xhol
pfbdual-VP12mut2 | pfbdual-VP12 | + Mutation 2 im p10
Promoterbereich
pfbdual-VP12mut12 | pfbdual-VP12 | + Mutationen 1 und 2
im Promoterbereich
pfbdual-VP2 pFastBac VP2-Gen Xbal, Hindlll 6886
Dual
pTYB1-hiv pTYB1 1500 bp-nonsense EcoRl, Xhol 8937
pTYB1-VP2 pTYB1-hiv VP2 Gber 3- Ndel/Asel, BseRl, 8894
Fragment-Klonierung Sapl
pTYB1-VP2gly pTYB1-hiv VP2+Gly am 8897
C-Terminus uber 3-
Fragment-Klonierung
pQE40-Ascl pQE40 DNA-Fragment mit BamHl, Kpnl 3501
Ascl-Schnittstelle
pQE40-VP2 pQE40-Ascl VP2-Gen Ascl, Smal 5134

2.5 Zentrifugen

Klihlzentrifuge MR22i mit Rotor AM2.19 (JOUAN GMBH, Unterhaching)

Rotixa/RP mit Rotordurchmesser 169 mm (HETTICH ZENTRIFUGEN, Tuttlingen)

Sorvall”’RC 5B Plus mit SS-34, SUPER LITE]GSA SLA-1500 oder GS-3 SLA-3000 (KENDRO,

Newtown, USA)

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

Tischzentrifuge Centrifuge 5415C (EPPENDORF, Hamburg)

Ultrazentrifuge Centrikon T-2170 (KONTRON INSTRUMENTS, Neufahrn) mit Ausschwingrotor
SW40Ti (BECKMAN COULTER, Fullerton, USA)

2.6 Datenanalyse

Datenanalyse, -management und -darstellung erfolgte mit Hilfe von Personalcomputern unter

den Betriebssystemen Windows 98 und Windows 2000 (MICROSOFT) und mit Internetzugang mit

folgenden Programmen:
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Adobe”Photoshop 5.0, Chromas 1.45 (McCarthy, Griffith University, Southport, Australien),
Clone Manager 4.1 (SCIENTIFIC&EDUCATIONAL SOFTWARE), DNA StarR (EditSeq 3.97,
SegMan 3.57), Wisconsin Package Version 10.0 (GENETICS COMPUTER GROUP, GCG, Madison,
USA), Gene Runner 3.00 (HASTINGS SOFTWARE), MICROSOFT Excel, MICROSOFT Powerpoint,
MICROSOFT Word, RefMan 9.5 (RESEARCH INFORMATION SYSTEMS), SigmaPlot 5.0 (SPSS),
WinSPIRSO 2.0 (SilverPlatter International). Am Phospho-Imager, Gamma-Counter und Densi-

tometer wurden die geratespezifischen Programme genutzt.
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3 Methoden

3.1 Bakterien

3.1.1 Kultivierung und Erhaltung von Bakterien

Die Anzucht von E.coli-Stdmmen erfolgte unter Schitteln bei 37°C in LB-Medium, dem gege-
benenfalls geeignete Antibiotika zugesetzt wurden. Die Vereinzelung der Kulturen erfolgte auf
LB-Agar-Platten. Zur langeren Lagerung wurden frische Bakterienkolonien unter Verwendung

von Microbank Kryoréhrchen (MAST DIAGNOSTICA, Reinfeld) bei —70°C aufbewahrt.

3.1.2 Bakterientransformation

3.1.2.1 Chemische Transformation von E.coli

Herstellung chemisch kompetenter E.coli: Eine frische E.coli Ubernacht-Kultur wurde 1:100
in 50 ml SOC-Medium verdiinnt und nach Kultivierung bei 37°C unter Schitteln bei einer ODgg
von 0,3 bis 0,5 geerntet. Die Zellen wurden 10 min bei 4000 rpm und 4°C pelletiert und in 16 ml
kaltem TP1 resuspendiert. Die Suspension wurde 15 min auf Eis inkubiert und anschlie3end
zentrifugiert. Das verbleibende Pellet wurde in 4 ml TP2 aufgenommen und die Zellen in 200 pl-

Aliquots eingefroren (flissiger N, — -70°C).

Transformationspuffer TP1, pH 5,8: 0,1 M RbCl
50 mM  MnCl,
30 mM KAc

10,2 mM CaCl,
11,5 %  Glycerin

Transformationspuffer TP2, pH 6,8: 0,1 M  RbCl

10 mM MOPS

75 mM CaCl,

11,5 %  Glycerin

Chemische Transformation: 200 ul chemisch-kompetenter Bakterienzellen wurden auf Eis
aufgetaut, mit 10 ul Ligationsansatz oder 1 ug Plasmid-DNA vermischt und 30 bis 45 min auf
Eis inkubiert. Nach einem 2 -minttigem Hitzeschock bei 42°C (Thermoblock; LIEBSCH, Bielefeld)
wurde die Suspension kurz auf Eis gestellt und 800 ul LB-Medium ohne Antibiotikum zugeben.
Die Zellen wurden 11/2 bis 2 h bei 37°C unter Schiitteln inkubiert und anschlielend auf Selek-

tionsmedium ausplattiert.

31



Eukaryotische Zellinien

3.1.2.2 Transformation von E.coli durch Elektroporation

Herstellung elektrokompetenter E.coli nach (Dower et al., 1988): Alle Schritte der Prapara-
tion wurden soweit wie méglich bei 0°C durchgefiihrt. Ein Liter LB-Medium wurde mit 1/100 vol
einer frischen E.coli Ubernacht-Kultur inokuliert und bei 37°C bis zum Erreichen einer ODgy von
0,5 bis 0,8 kultiviert. Zur Ernte wurde die E.coli-Kultur 15 bis 30 min auf Eis gekuhlt und an-
schlieBend 15 min bei maximal 4000xg und einer Temperatur von 4°C zentrifugiert. Der
Mediumuberstand wurde entfernt und das verbleibende Pellet vorsichtig in 1 | eiskaltem Wasser
resuspendiert, ohne die Zellen zu lysieren. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert, das Zell-
sediment in 0,5 eiskaltem Wasser gewaschen und in 020 ml eiskaltem 10 %-igem Glycerin
(v/v in HyO) aufgenommen. Die Zellen wurden nochmals pelletiert, n eiskaltem 10 %-igem
Glycerin zu einer Dichte von ~ 1 — 3 x 10" Zellen/ml aufgenommen, in Aliquots mit flissigem N,
eingefroren und bei -70°C gelagert.

Elektroporation: 40 pl elektro-kompetenter Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 pl
DNA in H,O (oder TE) vermischt und 30 bis 60 sec auf Eis inkubiert. Die Zellen/DNA-Mischung
wurde in eine auf Eis vorgekuhlte, sterile Elektroporationskivette (2 mm) transferiert und mit
einem Stromsto3 (25 pF, 200 Q, 2,25 kV) mit einer Zeitkonstante zwischen 4 und 5 msec be-
handelt (Gene Pulser] System; BIORAD, Hercules, USA). Die Zellen wurden schnell in 1 ml
vorgewarmten (37°C) SOC-Medium ohne Antibiotikum resuspendiert, fur 1 h bei 37°C unter

Schitteln inkubiert und anschlielend auf Selektionsmedium ausplattiert.

3.2 Eukaryotische Zellinien

Brutschrank B6120 und BB6220CU (HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau)
Falcon Tissue culture flasks, 0,2 um vented blue plug seal cap (BECTON-DICKINSON, Franklin
Lakes, USA) und 6-well Zellkulturplatten (GREINER LABORTECHNIK, Frickenhausen)

3.2.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

HelLa S3 und K562

HelLa S3- und K562-Zellen wurden als Suspensionskultur bei einer optimalen Zelldichte von
1x10° = 1x10%/ ml gehalten. Dem Medium RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin wurden 10 %
Fotales Kalberserum zugesetzt. Vor der Zugabe zum Kultivierungsmedium wurde das FKS 3 h
bei 56°C zur Komplementinaktivierung inkubiert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C,
5 % CO,-Sattigung und 90 % Luftfeuchtigkeit.
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MB-02

MB-02-Zellen wurden als Suspensionskultur bei einer optimalen Zelldichte von 1 x 10° -
1% 10%/ ml gehalten. Dem Fertigmedium RPMI 1640 mit 2 mM Glutamin wurden 10 % Human-
serum und 3 ng/ml rhuGM-CSF (recombinant human granulocyte macrophage-colony stimu-
lating factor; R&D SYSTEMS, Minneapolis, USA) zugesetzt. Vor der Zugabe zum Kultivierungs-
medium wurde das Humanserum 30 min bei 56°C zur Komplementinaktivierung inkubiert und
durch eine Membran (45 um PorengréfRe) filtriert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C,
5 % CO,-Sattigung und 90 % Luftfeuchtigkeit.

Zur Induktion der erythroiden Differenzierung wurden die Zellen einer logarithmisch wachsen-
den MB-02-Kultur 7 min bei 275xg zentrifugiert, einmal mit RPMI 1640 ohne Humanserum
gewaschen und zu eine Zelldichte von 5 x 10%/ml in Differenzierungsmedium aufgenommen.
Zur Herstellung des Differenzierungsmediums wurden dem Fertigmedium RPMI 1640 mit 2 mM
Glutamin 10 % Humanserum, 10 U/ml Erythropoietin (NeoRecormon 1000; ROCHE) und
10 ng/ml SCF (stem cell factor; R&D SYSTEMS) zugesetzt.

Sf9-Insektenzellen

Zur Sf9-Kultivierung wurden dem Fertigmedium T.C.100 10 % inaktiviertes FKS und 0,1 mg/ml
Kanamycin zugesetzt. Fiur die Kultivierung in Spinnerflaschen (Micro carrier spinner flasks;
DUNN LABORTECHNIK, Asbach) wurde dieses Medium mit 0,2 % Pluronic F69 erganzt. Die Kulti-
vierung der Zellen erfolgte bei 27°C und gegebenenfalls bei einer Riihrgeschwindigkeit von 50 —
70 rpm (Variomag Elektronicriihrer Biosystems B und Biomodul 40B; H+P LABORTECHNIK,
Minchen). Die Sf9-Insektenzellen wurden in Spinnerkultur bei einer optimalen Zelldichte von
0,4 x 10° — 2 x 10° / ml gehalten.

Fur die dauerhafte Lagerung wurden 2 - 3Xx 10" Zellen einer logarithmisch wachsenden
Suspensionskultur (> 98 % lebende Zellen) 10 min bei 120xg abzentrifugiert, in 1,5 ml Gefrier-
medium (50 % T.C.100, 40 % FKS, 10 % DMSO) aufgenommen und auf Eis in ein eiskaltes
Microgefal® eingefiillt. Die Zellen wurden schrittweise eingefroren (1 h 20°C; 24 h 70°C) und in

flissigem N, gelagert.
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3.2.2 Einflihrung von Fremd-DNA in Sf9-Zellen

3.2.2.1 Transfektion von Sf9-Zellen mit rekombinanter Bacmid-DNA

Die Arbeiten zur Transfektion von Sf9-Zellen mit Bacmid-DNA folgten weitgehend den Vor-
schriften zum Bac-to-Bac”Baculovirus Expressionssystem (GIBCOBRL). Als Medium wurde

T.C.100 mit oder ohne Kanamycin bzw. FKS verwendet.

3.2.2.2 Baculovirus/Sf9-Expressionssystem

Infektion von Sf9-Zellen: 6 — 7 x 107 Zellen einer frischen logarithmischen Sf9-Kultur wurden
in einer Zellkulturflasche mit 175 cm? Bodenflache ausgesat und 30 min zur Adsorption der
Zellen am Flaschenboden stehengelassen. Nach Abnahme des Mediums wurden die Zellen mit
Baculoviren infiziert (MOI~2,5 in 5ml T.C.100 + Kanamycin). Nach einer Inkubationszeit von
45 min bei 27°C wurden 15 ml Kultivierungsmedium zugegeben und die Zellen bei 27°C kulti-
viert. 2/, Tage nach Virusinokulation wurden die Zellen aus zwei 175 cm?-Flaschen vereinigt
und 10 min bei 430xg abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde einmal in PBS-Puffer gewaschen

und bis zur weiteren Verwendung bei —70°C gelagert.

Zur Propagierung der Baculoviren wurden die Zellen 5 d nach Virusinokulation geerntet, 10 min
bei 1170xg abzentrifugiert und der Virustiter im Uberstand (Baculostock) mittels Plaque Assay

bestimmt.

Plaque Assay zur Virustiterbestimmung: Zur Bestimmung des Baculovirentiters wurden
2,5 x 10° Sf9-Zellen aus einer Spinnerkultur pro Vertiefung einer 6-well-Zellkulturplatte ausgesat
und 30 min bei 37°C adsorbiert.

Nach dem Absaugen des Mediums wurde je Loch 1 ml verdiinnte Virussuspension (Verdin-
nungsstufen des Baculostocks: 10* - 109) zugegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Virus-
verdiinnung erfolgte in T.C.100-Medium ohne FKS mit Kanamycin und 1 pl Dextran-Stamm-
I6sung/ml. Der Virustuiberstand wurde abgesaugt, 2,5 ml 1,5 % Softagar pro Loch vorsichtig auf
die Zellschicht aufgebracht und die Kulturen bei 27°C inkubiert. Nach 3 d Inkubation wurde eine
weitere Softagarschicht mit Neutralrot zur Anfarbung lebender Zellen aufgetragen (1,5 ml 0,9 %
Softagar pro Loch) und die Platten 3 — 5 Tage bis zur Entstehung zahlbarer (weiler) Plaques
bei 27°C weiterinkubiert. Aus den gezahlten Plaques wurde unter Einbeziehung der Verdin-
nungsstufe der Virustiter des Virusstocks bestimmt.

1,5 % Softagar: 4 vol [2x]T.C.100 + Kanamycin + Dextran

1 vol FKS

5 wvol 3% LMP Agarose (w/v in H,O; FMC
BioPRODUCTS, Rockland, USA)
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0,9% Softagar: 4 vol [2x]T.C.100 + Kanamycin
1 vol FKS
5 wvol 1,8 % LMP-Agarose
0,01 %  Neutralrot (SIGMA)
Dextran-Stammliésung: 5 % w/vinHy,O (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)
Neutralrot-Stammlésung: 02 % in18,25 % EtOH

3.2.3 Zellzahlung in der Neubauer-Kammer

Die zu zahlende Zellsuspension wurde 1:1 mit 0,1 % Trypanblau (MERCK, Darmstadt) zur An-
farbung toter Zellen versetzt und in die Zahlkammer (BRAND) eingefillt. Nach Auszahlen von
mindestens 4 von 9 16er-Felder unter dem Mikroskop (Lichtmikroskop Wilovert S; HUND,
Wetzlar) wurde die durchschnittliche Zellzahl pro 16er-Feld bestimmt und daraus die Zellzahl

der Ausgangssuspension nach folgender Formel errechnet:

16er Zellzahl x Verdlinnung x 10* = Zellzahl/ml

3.3 Allgemeine molekularbiologische Methoden

3.3.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Peltier Thermal Cycler PTC-200 (MJ RESEARCH, Waltham, USA)
Thermocycler 9600 (PERKIN ELMER, Weiterstadt)

3.3.1.1 Pwo-Polymerase

Fir Klonierungs-PCR wurde die Pwo-Polymerase (5 U/ul; ROCHE) aus dem hyperthermophilen

Bakterium Pyrococcus woesei verwendet, die eine Korrekturleseaktivitat besitzt.

Samtliche PCR-Amplifikationen wurden, wenn nicht anders angegeben, in unten angegebener
Zusammensetzung ([Tabelle 9], gegebenenfalls unter Veranderung der Mgz+-Konzentration

(Tabelle 10) nach unten aufgefiihrtem Temperaturprogramm ([Tabelle 11) durchgefiihrt. Die
Annealing-Temperaturen und Elongationszeiten variierten in Abhangigkeit von Primersequenz

bzw. gewlnschter PCR-Fragmentlange ([abelle 12).

[12,5 x] INTP mix:  je 2,5 mM dATP,dGTP, dCTP und dTTP (ROCHE)
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Tabelle 9: Standardzusammensetzung der PCR-Ansétze

Komponente V=100 pl V =50 ul Endkonzentration (e.c.)
master mix 1:
H,O ad 50 ul ad 25 ul
[12,5 x] dNTP-mix 8 ul 4 ul je 200 uyM
5 uM forward primer 5ul 250 nM (100 pl), 500 nM (50 pl)
5 uM backward primer 5ul 250 nM (100 pl), 500 nM (50 pl)
Template-DNA X ul 0,1-0,75 ug
master mix 2:
H,O ad 50 ul ad 25 ul
L élMpﬁségﬁer mit 10 5l 25 M '\rg(;ng:ﬂ (I?\IHH48)’2885(;)4;
2 mM MgSO,
Pwo-Polymerase 0,5 ul 25U

Tabelle 10 : Mg”-Titration in 100 ul-PCR-Ansatz (Optimum 1 — 10 mM):

25 mM MgSO, (ul) 6 8 10 12 14 16
e.c. [mM] 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Tabelle 11: Standard-Temperaturprogramm
initiale Denaturierung 1x 2 min 94°C
Denaturierung 30 sec 94°C

. 45-65°C
Annealing 34 x 30 sec (T, — 5°C, [Tabelle 6. )
Elongation abelle 12 72°C
finale Elongation 1x 4 min 72°C

Tabelle 12: Elongationszeiten in Abhéngigkeit von der Fragmentlédnge

Elongationszeit

45 sec

1 min

2 min

PCR-Fragmentlange

bis 1

kb

1,5 kb

3 kb
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3.3.1.2 Overlap Extension PCR Mutagenesis

Spezifischer Mutationen in DNA-Sequenzen wurden mittels PCR-Mutagenese unter Verwen-

dung der Pwo-Polymerase eingeflhrt. Das Prinzip der PCR-Mutagenese mit tUberlappenden

Enden (Ho et al., 1989) ist in Abbildung 5|dargestellt.

Grundsatzlich sollte beim Design der Primer folgende Kriterien beachtet werden. Alle verwen-
deten Primer sollten mehr als 16 bp lang sein, einen niedrigen A/T-Gehalt und keine Sekundar-
strukturen aufweisen. Die Distanz zwischen den Primern A und B sollte weniger als
2000 Nukleotide betragen. Zwischen den aufieren Primern und der Mutationsstelle mul} jeweils
eine singulare Schnittstelle liegen, die den spezifischen Austausch des mutierten DNA-Frag-
mentes in die Template-Sequenz ermdglicht. Die Mutageneseprimer D und C sollten mit mehr
als 16 bp komplementar Uberlappen. Zwischen der mutierten Sequenz und dem 3’-Ende des

Primers sollten mehr als 16 bp liegen.

Template-DNA und 4 Primer (A,B,C.D): (%= Mutationsstelle)
-+——D -3

5 3

3 5
A—» C—H—»

1A - PCR der Original-Template-DNA mit Primer A und D zu Produkt AD:

5' A o - 3|

3 ~-——D 5

1B - PCR der Original-Template-DNA mit Primer B und C zu Produkt BC:

5' - 3
3' I —f B 5|
2 - PCR von AD und BC mit den Primern A und B zu Produkt AB:
5' % - B 3
3A - * 5'
3 - Restriktionsspaltung von Produkt AB und Template-DNA:
5' % 3
3 % 5

4 - Ligation von AB-Fragment und geschnittener Template-DNA zum mutierten Vector:
5' * 3
3 * 5'

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Overlap Extension PCR-Mutagenese
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3.3.1.3 QlAquick PCR-Fragmentreinigung

Die Aufreinigung der PCR-Fragmente erfolgte mit Hilfe des QlAquick PCR Purification Kits
(QIAGEN) entsprechend den Firmenangaben oder Uber Agarose-Gelelektrophorese und

anschlieende Extraktion der DNA-Fragmente aus dem Gel.

3.3.2 Analytische und praparative Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen oder praparativen Auftrennung von DNA-Molekilen mittels horizontaler Gel-
elektrophorese wurde die Agarosegeldichte in TAE (pH 8,0; 40 mM Tris; 0,1 % HAc; 0,2 mM
EDTA) oder TBE-Puffer (pH 8,0; 90 mM Tris; 90 mM Borséaure; 0,5 mM EDTA) entsprechend
den zu trennenden DNA-MolekiilgroRen (Tabelle 13) gewéhlt.

Tabelle 13: Agarosedichte in Abhéngigkeit von der zu trennenden DNA-Molekiilgré3e

% Agarose 0,7 1,0 1,5 2,0

DNA-Fragmentlange (kb) 10-0,8 5-04 3-0,2 1,5-0,1

Der Agarose wurde zur DNA-Visualisierung Ethidiumbromid (APPLICHEM) mit einer Endkon-
zentration von 70 ng/ml zugesetzt. Zum Auftragen wurde die DNA mit DNA-Auftragspuffer
versetzt.
[5 x] DNA-Auftragspuffer: 0,125 %  Bromphenolblau

0,125 %  Xylencyanol (MERCK)

25 %  Glycerin

Die DNA-Banden wurden unter UV (312 nm) detektiert und dokumentiert. Bei der praparative
Agarose-Gelelektrophorese wurden die gewiinschten DNA-Banden bei 365 nm visualisiert, aus
dem Gel herausgeschnitten und extrahiert (8.3.3.3).

Elektrophoresekammer (H.HOLZEL, Dorfen)

Minielektrophoresekammer (ELEKTROWERKSTATT, Universitdt Regensburg)
UV-Durchlichtschirm 312 nm (BACHOFER LABORATORIUMSGERATE, Reutlingen) und UV-Schirm
UVT-14L 365 nm (HEROLAB LABORGERATE, Wiesloch)

Videodokumentationssystem Gelprint 2000i (MWG BIOTECH, Ebersberg)

3.3.3 DNA-Reinigung

3.3.3.1 Plasmidpraparation aus E.coli

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte aus frischen E.coli-Ubernachtkulturen mit kommer-
ziell erhaltlichen Plasmidpraparationskits der Firmen BIORAD (Quantum Prep”) bzw.

MACHEREY & NAGEL (Nucleobond AX; Duren) entsprechend den beigefugten Instruktionen.
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3.3.3.2 DNA-Extraktion

Isopropanolfillung: Die DNA-Probe wurde mit 1 vol 4 M NH4Ac und 2 vol Isopropanol versetzt
und 10 min bei RT inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation (14000 rpm, Tischzentrifuge) wurde
das DNA-Pellet mit 70 % EtOH gewaschen und luftgetrocknet. Anschlielend wurde die DNA in
TE oder H,O geldst.

Ethanolfdllung: Die DNA-Probe wurde mit 1/10 vol 3 M NaAc, pH 4,8 und 2,5 vol EtOH ver-
setzt und 15 min bei RT inkubiert. Nach 15 min Zentrifugation (14000 rpm, Tischzentrifuge)
wurde das DNA-Pellet mit 70 % EtOH gewaschen und luftgetrocknet. AnschlieRend wurde die
DNA in TE oder H,O geldst.

3.3.3.3 DNA-Gelextraktion

Die Extraktion von DNA-Stiicken aus Agarosegelen erfolgte mittels kommerziell erhaltlicher
DNA-Extraktionskits der Firmen QIAGEN (QIAEX Il), ENERGENE (NuClean Il; Regensburg) oder
Bio101 (Geneclean ll; Vista, USA) nach Vorschrift.

3.3.4 dsDNA-Konzentrationsbestimmung
Eos0 x Verdlinnung x 0,05 = [ug/ul]

Zweistrahl-Absorptionsspektrophotometer UVIKON 930 (KONTRON INSTRUMENTS)
Quartzkiivetten (HELLMA)

3.3.5 Restriktion und Ligation von Plasmid-DNA

3.3.5.1 DNA-Restriktion

Plasmide und gereinigte PCR-Produkte wurden mit geeigneten Restriktionsendonukleasen in

einem Standardansatz (Sambrook et al., 1989) 1 - 2 h bei 37°C gespalten.

3.3.5.2 5-Dephosphorylierung

Zur Vermeidung von Religanden wurden Vektor-DNA-Fragmente vor der Ligation mit Alka-
lischer Phosphatase (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase; NEB) dephosphoryliert. Dazu wurde

zweimal 10 U Enzym zum Restriktionsansatz pipettiert und jeweils 15 min bei 37°C inkubiert.
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3.3.5.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Gereinigte Vektor- und Insert-DNA wurde je nach Fragmentgrofien in einem molaren Verhaltnis
von 1:2 bis 1:10 in 10 pl Ligationsansatz eingesetzt (Sambrook et al., 1989) und 1 — 2 h bei RT
bzw. UN bei 16°C mit 1 ul T4-DNA-Ligase (400 U/ul; NEB bzw. 5 U/ul; ROCHE) inkubiert.

3.3.5.4 Hybridisierung von synthetischen Oligonukleotiden

Synthetische, komplementare Oligonukleotide wurden in einem Verhaltnis 1:1 (jeweils 300 ng)
in einem Gesamtvolumen von 20 pl 10 min bei 95°C aufgeschmolzen und langsam auf RT
abgekuhlt. Die Enden der Oligonukleotide wurden dabei so gewahlt, dald der resultierende
DNA-Doppelstrang definierte 3'- und 5-Uberhénge erhielt, die kompatibel zu den gewiinschten

Restriktionsstellen waren.

3.3.6 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung erfolgte durch Angestellte des Institutes fir medizinische Mikrobiologie und
Hygiene (Universitdt Regensburg) nach der Sanger-Kettenabbruchmethode mit Hilfe des
BigDye Terminator DNA Sequencing Kits und eines ABI Prism 377 DNA Sequencers (APPLIED
BiosYSTEMS, Weiterstadt) bei einer Standard-Primerkonzentration von 1 uM.

3.4 Herstellung rekombinanter Baculoviren

3.4.1.1 Transposition von Bacmid-DNA und Blau/Weil-Screening

Die Arbeiten zur Transposition der Bacmid-DNA folgten weitgehend den offiziellen Vorschriften
zum Bac-to-Bac"”Baculovirus Expressionssystem (GIBCOBRL). Es wurden LB-Agarplatten mit
50 pg/ml Kanamycin (SIGMA), 7 ug/ml Gentamicin und 10 yg/ml Tetracyclin hergestellt und
frisch je 100 ul X-Gal-Stammldsung (25 mg/ml DMF) und IPTG-Stammlésung (10 mg/ml H,O)
ausplattiert. 50 yl kompetenter DH10Bac-E.coli wurden mit circa 5ng rekombinanter
Donorplasmid-DNA chemisch transformiert, auf dem oben beschriebenen Selektionsmedium
ausplattiert und bei 37°C inkubiert.

3.4.1.2 Isolation rekombinanter Bacmid-DNA

Die Isolation der rekombinanten Bacmid-DNA aus DH10Bac-E.coli erfolgte entsprechend den
Versuchsvorschriften des Bac-to-Bac”Baculovirus Expressionssystems (GIBCOBRL). Zur
Transfektion von Sf9-Insektenzellen mit rekombinanter Bacmid-DNA siehe
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3.5 Proteinchemische Methoden

3.5.1 Produktion und Reinigung von rekombinanten Proteinen

3.5.1.1 Induktion der Proteinexpression in E.coli

Zur Fremdproteinexpression wurde eine logarithmisch wachsende E.coli-Kultur bei einer ODsg
von 0,5 —-0,7 mit 1 —2 mM IPTG induziert und die Zellen 3 — 5 h nach Induktion geerntet.

3.5.1.2 Reinigung von [6xHis]-Protein unter denaturierenden Bedingungen

11 einer induzierten E.coli-Kultur wurde 4 h nach Induktion geerntet und nach Aufnahme in
25 ml FP-Puffer (pH 8,0; 100 mM Na-P-P, 10 mM Tris/HCI) in der French Press aufge-
schlossen. Das Zellysat wurde 40 min bei 19000 rpm (SS35, SORVALL) bei 4°C zentrifugiert, das
Pellet in 20 ml FP-Urea (FP-Puffer + 8 M Harnstoff) aufgenommen und 3 x 30 sec auf Eis mit
Ultraschall behandelt. Die Probe wurde nochmals 10 min zentrifugiert und der Uberstand auf
eine Ni**-lonenaustausch-Affinititschromatographiesiule (Chelating Sepharose”Fast Flow
Chromatographiegel; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH EUROPE, Freiburg) aufgetragen. Nach
Erreichen der Basislinie durch Waschen mit FP-Urea wurde das [6xHis]-Protein mit einem
Imidazolgradienten (0 bis 0,3 M) in FP-Urea eluiert. Die Proteinfraktion wurde durch Messung
der Extinktion bei 280 nm und SDS-PAGE bestimmt, aufkonzentriert und mittels PrepCell
(8.5.2.5) weitergereinigt.

3.5.1.3 Inclusion body-Reinigung

Zur Reinigung Uber Inclusionbodies wurde 11 einer entsprechenden rekombinanten E.coli-
Kultur nach 4 h Induktion geerntet und mit AufschluBpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 2 mM
EDTA) gewaschen. Nach Aufschlu® mittels French Press (40K-Zelle; SLM AMINCO) in 30 ml
Aufschlupuffer wurden 7,5 ml [5 x] Membransolubilisierungspuffer zugegeben und die Probe
30 min bei RT unter Ruhren inkubiert. Das Zellysat wurde anschlieRend 1 h bei 25000xg, 4°C
zentrifugiert und das Pellet 3 - 4 x mit [1 x] Membransolubilisierungspuffer gewaschen. Das
gereinigte IB-Pellet wurde in AufschluBpuffer bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.
[5 x] Membransolubilisierungspuffer: 250 mM  Tris/HCI; pH 8,0
10 mM EDTA

10 %  (v/v) Triton X-100
2,5 M  NaCl
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3.5.1.4 Membranproteinanreicherung

Zur Anreicherung der Membranproteine aus humanen Zellinien wurden 0,7 x 10° Zellen 10 min
bei 275xg, 4°C pelletiert und zweimal mit Aufschluf3puffer gewaschen. Die Zellen wurde in
60 ml AufschluRpuffer resuspendiert, mittels mehrfachem (vier- bis fiinfmal) Einfrieren und Auf-
tauen bei —20°C aufgeschlossen und 5 min bei 1700xg, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend 30 min bei 75000xg, 4°C zentrifugiert und das verbleibende Pellet in 2 ml Auf-
schluBpuffer aufgenommen. Nach Proteinbestimmung wurde die Probe in Aliquots in flissigem
N, eingefroren und bei —70°C gelagert.
Aufschlu3puffer: PBS (ohne) mit Proteaseinhibitoren

1 M  PMSF

5 ug/ml  Leupeptin

0,02 TIU/mlI  Aprotinin
1 pg/ml Pepstatin A

3.5.1.5 Kapsidpraparation

3.5.1.5.1 CsCl-Kissen und CsClI-Dichtegradient

Zur Kapsidpraparation wurden ~4 x 10° Zellen (entspricht 3 Pellets, siehe in 5ml
Lysispuffer resuspendiert, mittels mehrfachem Einfrieren und Auftauen bei -20°C (3 x) aufge-
schlossen und 15 min bei 2000xg, 10°C zentrifugiert.

Sedimentation in ein CsCl-Kissen: In einem 14 mi-Zentrifugenréhrchen (KENDRO, Osterode)
wurden 2 ml CsCl-Lésung A (46 %, w/w; ¢ = 1,562 g/cm?® in TE-TX) mit 2,5 ml CsCI-Lésung B
(24 %, wiw; ¢ = 1,22 g/lcm?® in TE-TX) und 6 ml Lysatiberstand vorsichtig tUberschichtet. Die
Probe wurde 4 h bei 150000xg, 10°C ultrazentrifugiert und die opake Proteinbande im CsClI-

Gradienten durch Anstechen des Zentrifugationsrohrchens von der Seite abgenommen.

Kontinuierlicher CsCl-Gradient: Die erhaltenen 0,5—- 1 ml Kapsidfraktion wurden mit 9 mi
CsCl-Lésung C (32 %, w/w; ¢ = 1,31 g/cm® in TE) gemischt und der Gradient bis zur Gleich-
gewichtseinstellung 20 h bei 150000xg, 10°C zentrifugiert. Die opake Proteinbande im oberen
Drittel des Gradienten wurde wiederum von der Seite abgenommen. Die Kapsidfraktion (~ 1 ml)
wurde gegen PBS dialysiert und der Proteingehalt der denaturierten Probe ( deter-
miniert. Die Dichte der CsCl-Fraktionen wurde mit Hilfe eines Refraktometers bestimmt (Abbé-
Refraktometer R6000G; LEO KUEBLER, Karlsruhe).

Lysispuffer: 10 mM  Tris/HCI ; pH 7,4
10 mM  NaCl
15 mM  MgCl,
0,5 %  Triton X-100
40 pl/ml - Complete-Stammldsung
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TE-TX-Puffer: 50 mM  Tris/HCI ; pH 8,7
25 mM  EDTA
0,5 %  Triton X-100
TE-Puffer: 50 mM  Tris/HCI ; pH 8,7

25 mM  EDTA

Complete-Stammlésung 1 Tablette /2 mlH,0  Complete protease inhibitor cocktail
tablets (ROCHE, Mannheim)

3.5.1.5.2 Saccharose-Dichtegradient

Zur Auftrennung der im CsCl-Gradienten gewonnenen Kapsidfraktion wurden 200 — 500 pl der
gegen PBS dialysierten Probe auf einen Saccharose-Stufengradienten (10 — 25 % in PBS, w/v;
| =8,5cm, 16 Stufen a 0,6 ml) aufgetragen und die Probe 2 h bei 150000xg, 10°C zentrifugiert.
Die Proteinfraktionen wurden durch langsames Austropfen vom Boden des Zentrifugations-

rohrchens gewonnen und mittels SDS-Gelelektrophorese charakterisiert.

3.5.1.6 Dialyse von Proteinlésungen

Zur Dialyse wurden kommerziell erhaltliche Dialysekammern der Firma PIERCE (Slide-A-Lyzer;
Rockford, USA) entsprechend den Verwendungsinstruktionen oder herkémmliche Dialyse-
schlauche benutzt. Die Dialyseschlauche wurden vor Verwendung 10 min in 2 % NaHCOs;,

1 mM EDTA pH 8,0 gekocht und anschliefend mit destilliertem H,O gewaschen.

3.5.1.7 Aufkonzentrieren von Proteinldsungen

Das Aufkonzentrieren von Proteinproben erfolgte mit Centrisart”’l-Réhrchen (SARTORIUS,

Gottingen) oder Centrikon Mikrokonzentratoren (AMICON) nach Anleitung des Herstellers.

Gegen PBS dialysierte Kapsidfraktionen wurden gegebenenfalls tiber einem 70 %-igen Saccha-
rosekissen (w/w in PBS) durch Zentrifugation fiir 3 h bei 150000xg (SW40Ti) angereichert.

3.5.2 Protein-Gelelektrophorese

3.5.2.1 Analytische SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE werden Proteine in Gegenwart eines hohen SDS-Uberschusses elektropho-
retisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Nach Laemmli (Laemmli, 1970) werden die
Probenproteine unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems zunachst in einem
niederprozentigen Sammelgel (5 % Acrylamid, 125 mM Tris/HCI, pH 7,0; 0,1 % (w/v) SDS)
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konzentriert und wandern von dort gemeinsam in das eigentliche Trenngel (7,5-15 % Acryl-
amid, 375 mM Tris/HCI, pH 8,5; 0,1 % SDS) ein. Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen
und das Giellen der Gele sind der Beschreibung der Geratehersteller zu entnehmen. Die
Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer versetzt und 5 min bei 100°C dena-
turiert. Bei nichtreduzierender SDS-PAGE enthalt der Probenpuffer kein 3-Mercaptoethanol. Die
Elektrophorese erfolgte in Elektrodenpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS) bei 2,5 -
3 mA/cm Gellange.

[5 x] Probenpuffer: 312,5 mM  Tris/HCI, pH 6,8
5 % SDS
25 %  B-Mercaptoethanol
25 %  Glycerin
25 mM  EDTA

1 Spatelspitze = Bromphenolblau

Minigel-Twin Slabgel System (BIOMETRA, Gottingen)
Hoefer SE600 Vertical-Elektrophoreseapparatur (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH, Freiburg)

3.5.2.2 Native diskontinuierliche Gelelektrophorese

Polyacrylamidgelelektrophorese unter nicht-denaturierenden Bedingungen ermdoglicht die Sepa-
rierung der Proteine nach ihren ,nativen Charakteristika, wie GréRe, Form und Ladung. Die
Probenproteine wurden zunéchst in einem niederprozentigen Sammelgel (5 % Acrylamid,
125 mM Tris/HCI, pH 6,8) konzentriert und dann im Trenngel (7,5-15 % Acrylamid, 375 mM
Tris/HCI, pH 8,8) aufgetrennt. Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit Probenpuffer
versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in Elektrodenpuffer (pH 8,3; 5 mM Tris, 38,4 mM Glycin)
bei 1 — 1,5 mA/cm Gellange.

[2 x] Probenpuffer: 1 ml  [3 x] Trispuffer
1 ml 87 % Glycerin
1 ml Hzo
0,25 mg Bromphenolblau
[3 x] Trispuffer: 500 mM  Tris/HCI, pH 6,7
0,46 pl/100 ml  TEMED

3.5.2.3 2D-Elektrophorese mit immobilisiertem pH-Gradienten

Die zwei-dimensionale Elektrophorese (O'Farrell, 1975) mit immobilisiertem pH-Gradienten
(Goérg etal.,, 1985) ermoglicht die reproduzierbare Auftrennung komplexer Proteingemische
unter Beibehaltung der quantitativen Verhaltnisse. Die sehr hohe Auflésung gegenuber ein-
dimensionalen Elektrophoresemethoden wird erreicht, da die Proteine nach zwei voneinander
unabhangigen Kriterien, dem isoelektrischen Punkt und dem Molekulargewicht, getrennt wer-
den. Der Aufbau der Apparaturen und die Durchfiihrung erfolgte weitgehend nach den Angaben
des Herstellers.
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Erste Dimension / Isoelektrische Fokussierung (IEF): Bei der hier verwendeten Methode
wird die IEF nicht in mit Tragerampholyten erzeugten pH-Gradienten (O'Farrell, 1975), sondern
mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG) durchgefihrt. Der immobilisierte pH-Gradient ist fester
Bestandteil des Gels und entsteht durch Kopolymerisation von Immobilinen® (Acrylamidderivate
mit puffernden Gruppen) mit Acrylamidmonomeren. Der pH-Gradient ist zeitstabil, da er kova-
lent an die Matrix gebunden ist. Basischen Proteine > pH 7,5, die bei Tragerampholyt-Fokussie-
rungen aufgrund der Kathodendrift verloren gehen, bleiben daher erhalten. Die auf Folie poly-
merisierten Flachgele werden in Abhangigkeit von den Eigenschaften der zu analysierenden
Proteine mit den passenden Additiven rehydratisiert. Das Probenmaterial (Membranproteinfrak-
tionen aus wurde 15 min bei RT mit DNase | behandelt, in 5 ml PBS (mit complete
Proteaseinhibitoren, 40 pl Stammlésung/ml) aufgenommen und durch Zentrifugation pelletiert
(30 min, 75000xg, 4°C). Das verbleibende Pellet wurde in Lysispuffer zu einer Proteinkonzen-
tration von 3 mg/ml aufgenommen und 330 ul dieser Proteinlésung auf einen IPG-Streifen
(ReadyStrip, pH Bereich 3 — 10, 17 cm Lange; BIORAD) appliziert. Die Fokussierung erfolgte
nach den unten angegebenen Parametern. Nach der Fokussierung wurden die Einzelstreifen

bis zur weiteren Verwendung bei —80°C in einer Klarsichthiille gelagert.

Lysispuffer: 9 M Harnstoff
1 % DTT
2 % CHAPS
0,8 %  Bio-Lyte, pH 3 - 10 (BIORAD)
5 mM  Pefabloc
Die Lésung wurde portioniert bei —80°C gelagert.
Complete-Stammlésung 1 Tablette / Complete protease inhibitor cocktail
2mlH,0 tablets (ROCHE)
Fokussierbedingungen: Temperatur 20°C
(Protean”IEF Cell, BIORAD) Stromstarke 0,05 mA / Streifen
Rehydratisierung 30 - 50V 12h
200V 1h
500 V 1h
500 — 10000 V 1h
10000 V 3h

Zweite Dimension / SDS-PAGE: Fir die SDS-PAGE wurde das homogen vernetzte SDS-Gel
(18 x 20 cm; 10 % Acrylamid, 375 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 % SDS) mit dem Puffersystem nach
Laemmli ohne Sammelgel hergestellt. Die GielRkassette wurde nicht vollstandig mit der Gel-
I6sung geflllt, sondern 1 cm kurzer gegossen, damit der IPG-Streifen aufgelegt werden kann.
Die IPG-Streifen wurden zur Aquilibrierung 2x10 min in 2x10 ml Aquilibrierlésung (50 mM
Tris/HCI, pH 8,8; 6 M Harnstoff; 30 % Glycerin; 2 % SDS; etwas Bromphenolblau) geschiittelt,
nach kurzem Abspllen mit Elektrodenpuffer (pH 8,3; 25 mM Tris, 192 mM Gilycin, 0,1 % SDS)
luftblasenfrei auf das vertikale SDS-Gel gelegt und mit heiler Agarose (0,5 % w/v in Elektro-

denpuffer) fixiert. Nach dem Erstarren der Agarose wurde das SDS-Gel in die Elektrophorese-
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apparatur (Protean”ll xi 2-D Cell, BIORAD) eingesetzt und die Elektrophorese gestartet. Um
einen optimalen Proteintransfer zu gewahrleisten, wurde die Stromstarke fir 1 h auf 16 mA
Gellange begrenzt. Die Trennung bei 24 mA pro Gel wurde beendet, wenn sich die Brom-

phenolblaufront circa 1 cm vor Ende des Trenngels befand.

3.5.2.4 Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Zur Aufbewahrung wurden die SDS-Gele mit Hilfe des DryEaseTM Gel Drying Systems (NOVEX,
San Diego, USA) oder im Geltrockner fiir ~ 3 h bei 70°C unter Vakuum getrocknet.

3.5.2.5 Praparative SDS-PAGE: PrepCell

Mit der praparativen Elektrophoreseapparatur kénnen Proteine aus komplexen Gemischen
kontinuierlich elektrophoretisch aufgetrennt und eluiert werden. Der Aufbau der verwendeten
Gelapparatur (Prep Cell Model 491; BIORAD) und das GielRen der Gele erfolgte nach Angaben
des Gerateherstellers. Zur praparativen Auftrennung wurde die Proteinprobe mit
[5x] Probenpuffer (siehe 8.5.2.1]) versetzt und 3 ml Probe auf das Sammelgel (1,5 cm Gellange;
4 % Acrylamid, 125 mM Tris/HCI, pH 7,0; 0,1 % (w/v) SDS) aufgetragen. Die Proteine wurden
im Trenngel (5 cm Gellange; 7,5-15 % Acrylamid, 375 mM Tris/HCI, pH 8,5; 0,1 % SDS) sepa-
riert und das Eluat in 3 ml-Fraktionen gesammelt. Die Fraktionen wurden durch Bestimmung
der Extinktion bei 280 nm und analytische SDS-PAGE naher charakterisiert.

[10 x] Laufpuffer: 250 mM  Tris/HCI, pH 8,3
1 % SDS
2 M  Glycin
Laufbedingungen: Stromstarke 40 mA (konstant)

ElutionsfluBrate 0,3 ml/min

3.5.3 Proteinfarbung

3.5.3.1 Coomassiefarbung

Die Sensitivitdt der Coomassiefarbung reicht bis 0,1 ug Protein pro Gelbande. Zur Farbung
wurde das SDS-Gel 30 min in Farbelésung und anschlielend bis zur Entfarbung des Hinter-
grundes in Entfarbelésung inkubiert.

Férbelbsung: 45 % (v/v) MeOH

10 % (v/lv) HAc
0,25 % (w/v)  Brilliant Blue R 250 (SIGMA)
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Entférbelbésung: 30 % (v/iv) MeOH
10  %(v/v) HAc

3.5.3.2 Silberfarbung

Mit der Silberfarbung kénnen 0,1 — 1 ng Protein pro Bande im Gel nachgewiesen werden. Das
SDS-Gel wurde zunachst 1 h bei RT fixiert und dann 1 bis 12 h in Inkubationslésung inkubiert.
Nach dreimal 10 min Waschen mit H,O wurde das Gel 30 min unter leichtem Schitteln gefarbt,
kurz mit H,O gewaschen und das Gel bis zur gewlinschten Farbung entwickelt. Die Farbe-

reaktion wurde durch 10 min Inkubation in Abbrechlésung gestoppt.

Fixierlésung: 30 %  EtOH
15 % HAc
Inkubationslésung: 0,5 M NaAc
8 mM  Na,S,0; (Natriumthiosulfat)
25 %  EtOH
0,125 %  Glutardialdehyd
Férbelbsung: 6 mM  AgNO;
0,01 %  Formaldehyd
Entwicklerlésung, pH 11,5: 235 mM  Na,COj;
0,01 %  Formaldehyd
Abbrechlésung: 0,05 % EDTA

3.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

3.5.4.1 Bradford-Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mit einer Fertiglosung der Firma BIORAD (Proteinassay-Farb-
stoffkonzentrat). Im Testansatz wurden 800 pl Proteinlésung und 200 pl Farbelésung gemischt
und nach 5 — 60 min Inkubation die Absorption bei 595 nm gemessen. Anhand einer BSA-Eich-

kurve wurde die Proteinkonzentration der Proteinprobe ermittelt.

3.5.4.2 Photometrische Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde unter Anwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes durch

Bestimmung der Extinktion bei 280 nm ermittelt.

Rekombinante Kapside: Zur Proteinquantifizierung in Kapsidfraktionen wurde die gegen PBS
dialysierte Probe 1:5 in 8 M GdCI verdiinnt und dann die Extinktion des denaturierten Proteins

bei 280 nm bestimmt. Der Extinktionskoeffizient €59 nmy Vvon 87350 M 'cm™ wurde unter Verwen-
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dung des GCG-Sequenzauswerteprogramms aus der Proteinsequenz ermittelt (Gill & von
Hippel, 1989).

Zweistrahl-Absorptionsspektrophotometer UVIKON 930 (KONTRON INSTRUMENTS)
Quartzkiivetten (HELLMA)

3.5.4.3 Densitometrische Proteinbestimmung

Zur densitometrischen Quantifizierung von AP-gefarbten Proteinbanden auf Nitrocellulose-
Membranen wurde die Remission bei einer Wellenldnge von 546 nm und mit einer Schlitz-
blende von 2 x 0,2 mm oder einer 0,2 mm-Lochblende gemessen. Die Membranen wurden mit
Schrittweiten von 0,502 mm in horizontaler und 0,047 mm in vertikaler Richtung (entgegen der
Laufrichtung der Auftrennung) abgetastet. Fir die Auswertung wurde jeweils ber die Gelspur

gemittelt.

Densitometer Elscript 400 AT mit gerateeigener Auswerte-Software (HIRSCHMANN, Neuried)

3.5.5 WesternBlot-Analyse

3.5.5.1 Proteintransfer und Immunreaktion

Proteintransfer auf immobilisierende Membranen: Zur Vorbereitung wurden die Nitrocellu-
losemembran (Protean"BA85, 0,45 um; SCHLEICHER&SCHULL, Keene, USA) und das Filter-
papier (Gel-Blotting-Papier GB004; SCHLEICHER&SCHULL) mit Transferpuffer (24,8 mM Tris;
200 mM Gilycin; 20 % MeOH) angefeuchtet. Nach Aufbau der Blotting-Apparatur entsprechend
den Herstellerangaben wurden die Proteine 30 - 40 min mit 3 - 5 mA/cm? aus dem Proteingel
auf die immobilisierende Membran transferiert. Der Transfer wurde durch reversible Protein-
farbung mit Ponceau-Rot (0,1 % Ponceau S Red, 5 % Essigsaure) tberprift und die Membran

nach Kennzeichnung des Molekulargewichtsmarkers in TTBS entfarbt.

Fastblot B34 Blotting Apparatur (BIOMETRA, Goéttingen)

Trans-Blot SD Semi-Dry Elektrophoretic Transfer Cell (BioRAD)

Bindung der Antikorper: Freie Bindungsstellen auf der Membran wurden fiur 1 h bei RT mit
5 % Magermilchldsung abgesattigt. AnschlieRend wurde die Membran 1 h mit einer 1:500- bis
1:2000-Verdinnung des spezifischen primaren Antikérpers in TBS inkubiert. Nach dreimal
5 min Waschen in TTBS erfolgte eine 45-minutige Inkubation mit dem sekundaren Antikdrper
(1:2000-Verdiinnung in TBS). AnschlieRend wurde die Membran wieder dreimal 5 min mit TTBS
gewaschen und die Farbreaktion entsprechend dem sekundaren Antikérper (AP- oder HRP-

gekoppelt) durchgefiihrt.
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TTBS: 160 mM  NaCl
20 mM  Tris/HCI, pH 7,5
0,01 % (viv) Tween 20

Magermilchlésung: 5 % (w/v) Magermilchpulver
0,5 % (viv) Tween 20
10 mM  Tris/HCI, pH 7,5
150 mM  NaCl
(0,1 % (w/v) NaN3)

3.5.5.2 Alkalische Phosphatase

Zur Proteindetektion Uber eine AP/Substrat-vermittelte Farbreaktion wurde die Membran mit
Farbepuffer bedeckt und im Dunklen bis zur gewlinschten Farbung inkubiert. Anschlielend
wurde die Membran kurz in H,O gesplilt und getrocknet.

Féarbepuffer: 100 mM  Tris/HCI, pH 9,5

50 mM  MgCl,
100 mM  NaCl

frisch zugeben: 0,38 mg/ml  NBT (4-Nitro blue-tetrazoliumchlorid)
0,19 mg/ml  BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat)

3.5.5.3 Peroxidase: Diaminobenzidin-Farbung

Zur Proteindetektion Uber eine HRP/Substrat-vermittelte Farbreaktion wurde die Membran flr
1— 5 min in Farbeldsung inkubiert. Die Reaktion wurde mit verdinnter H,SO, abgestoppt, die

Membran mit H,O gewaschen und getrocknet.

Féarbelésung: 50 mM  Tris/HCI, pH 7,5
0,5 %  NiCl,
0,02 %  Hy0,

1 Spatelspitze  3,3’Diaminobenzidin

3.5.6 Proteinde- und renaturierung zum in vitro-Kapsidassembly

3.5.6.1 Denaturierungsmittel

Die Konzentration der Denaturierungmittel in der Stammldsung wurde mittels Refraktometer
(ZE1ss OPTRON) und folgenden Formeln (Pace, 1986) bestimmt:

Harnstoff: 117,66 x An + 29,753 x (An)? + 185,56 x (An)? = [M]

Guanidin: 57,147 x An + 38,68 x (An)? - 91,6 x (An)* = [M]

An: Differenz der Brechungsindices zwischen Puffer mit und ohne Denaturierungsmittel
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3.5.6.2 Renaturierung

Vor Renaturierung wurden die Inclusion Body-Proteine (B.5.1.3) in Proteinsolubilisierungspuffer
mit 6 M GdCI aufgenommen und 2 h bei RT gerlhrt. Zur Renaturierung wurde das Denaturie-
rungsmittel GdCI durch sequentielle Dialyse gegen oder Verdiinnung in Renaturierungspuffer
(Tabelle 19) aus der Proteinprobe entfernt.

Proteinsolubilisierungspuffer: 0,1 M  Tris/HCI, pH 8,5
2 mM EDTA
0,1-0,3 M DTE
0-6 M  GdCl

3.5.7 Gelfiltration zur Renaturierungskontrolle

Die Gelfiltration erfolgte (ber eine Superdex 200HR 10/30-Saule (PHARMACIA, Uppsala,
Schweden) mit 24 ml Saulenvolumen, angeschlossen an eine Kontron HPLC Anlage, bei einer
FluBrate von 0,5 ml/min in Elutionspuffer. Es wurden 2 — 4 ug ,renaturiertes Protein® in 20 pl
Probenvolumen aufgetragen (Elutionspuffer A). Als Vergleichsprobe wurden 0,8 — 4 ug im
Baculo/Sf9-System produzierte VP2-Kapside in 20 pl Probenvolumen eingesetzt (Elutionspuffer
B). Die Detektion der Proteinfraktion erfolgte tiber die Bestimmung der ODog,.
Elutionspuffer A: 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5

0,5 mM  MgCl,

0,9 mM  CaCl,

0,5 M L-Arginin
0,5 mM DTE

Elutionspuffer B: 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5
200 mM  NaCl
0,5 mM  MgCl,
0,9 mM  CaCl,

3.5.8 Produktion von Kaninchen-Antiserum

3.5.8.1 Immunisierung von Kaninchen

Vor Immunisierung wurde den Tieren (Chinchilla-Bastard-Kaninchen, CHB; CHARLES RIVER,
Sulzfeld) zu Kontrollzwecken 1 ml Blut zur Praserumgewinnung abgenommen. Zur Primar-
immunisierung wurde eine Emulsion aus 200 ug (164 pl) VP2-Protein und 200 pl TiterMax"
Adjuvants (CYTRX, Norcross, USA) durch mehrfaches Passagieren der Protein /Adjuvans-
Suspension durch eine Mikrokanile hergestellt und je 100 ug Protein intramuskular und sub-
kutan (4 — 5 Depots) injiziert. Vier Wochen danach erfolgte die Abnahme von 1 ml Immunserum
zur Kontrolle und die boost-Immunisierung mit gleichen Proteinmengen. Drei Wochen spater

wurden die Tiere ausgeblutet und das Serum gewonnen. Dazu wurde die Blutprobe zur Agglu-
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tination mindestens 2 h bei 6°C gelagert, 20 min bei 760xg zentrifugiert und der Serumuber-
stand vorsichtig abgenommen. Die Serumreaktivitdt wurde im ELISA (siehe @ oder mittels
recomBlot Parvovirus B19 1gG/IgM-Teststreifen (MIKROGEN) nach Herstellerangaben bestimmt.

Die Serumproben wurden bei —70°C oder mit 0,02 % NaNj versetzt im Kihlschrank aufbewahrt.

3.5.8.2 IgG-Anreicherung aus Serum

Die Anreicherung der IgG-Fraktion aus Serumproben erfolgte mit Hilfe von Protein G-Sepha-
rose Saulen (HiTrap, 5 ml; AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). Das Saulenmaterial wurde mit
Startpuffer (20 mM Na-P-P, pH 7,0) aquilibriert. Die Serumprobe wurde 15 min bei 14000 rpm
zentrifugiert, anschlieBend 1:4 in Startpuffer verdinnt und auf die Saule aufgetragen. Nach
Waschen der Saule mit 10 vol Startpuffer wurde die IgG-Proteinfraktion mit 0,1 M Glycin/HCI-
Puffer (pH 2,7) eluiert. In den Fraktionsréhrchen wurde zur pH-Neutralisation 100 yl 1 M
Tris/HCI (pH 9,5) pro ml Elutionsvolumen vorgelegt. Die IgG-Fraktion wurde mittels OD,go-
Bestimmung und SDS-Gelelektrophorese lokalisiert, gegen PBS dialysiert und mit 0,02 % NaN;
versetzt bei 4°C gelagert.

3.5.9 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Photometer Spectra Classic Il (SLT-TECAN, Crailsheim)

3.5.9.1 Direkter Kapsid-ELISA

Eine Immunolon”4-Platte (DYNATECH, Chantilly, USA) wurde mit 100 ul Kapsidlésung (1 —
2 yg/ml in 0,1 M Natriumcarbonatpuffer, pH 9,5) pro Loch UN bei 4°C beschichtet. Die Kapsid-
I6sung wurde entfernt und die Platte mit 3 % BSA in PBS fir 1 h bei RT abgesattigt. Nach vier-
maligem Waschen mit 0,2 % BSA in PBS erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikdrper
(100 pl 860-55D, 1:1000 in 0,2 % BSA) fir 1 h bei RT. Nach fiinfmaligem Waschen mit 0,2 %
BSA wurde der sekundare Antikérper (100 pyl a-human-IgG/AP, 1:2000 in 0,2 % BSA) fur
45 min zugegeben und anschlieBend viermal mit PBS gewaschen. Die Auswertung erfolgte

durch photometrische Analyse der durch Alkalische Phosphatase vermittelten Farbreaktion.

3.5.9.2 ELISA zur Bestimmung der Serumreaktivitat

Fir die Bestimmung der Serumreaktivitat wurden 244 ng rekombinantes [6xHis]-VP2-Protein
pro Loch einer Immunolon“4-ELISA-Platte (DYNATECH) UN bei 4°C beschichtet und freie
Bindungsstellen fir 1 h bei RT mit 2 % BSA in PBS abgesattigt. Pro Loch wurden 100 pl
verschiedener Verdinnungsstufen der zu testenden Serumprobe zugegeben und 1 h bei RT

inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit 0,2 % BSA in PBS wurden gebundenes IgG mit
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einem spezifischen Antikdrper (100 pl a-human-IgG/AP, 1:2000 in 0,2 % BSA) markiert und

durch eine Farbreaktion mittels Alkalischer Phosphatase detektiert.

3.5.9.3 Alkalische Phosphatase

Zur Proteindetektion Uber eine AP/Substrat-vermittelte Farbreaktion wurden 100 uyl Farbe-
reagenz pro Loch zugegeben und die ELISA-Platte 30 — 60 min im Dunklen entwickelt. Die
Auswertung der Farbreaktion erfolgte durch Extinktionsbestimmung bei 405 nm im ELISA-

Reader.
Férbereagenz: 1  mg/ml  p-Nitrophenylphosphat (PNPP) in DEA-
Lésung
DEA-Lésung, pH 9,6 10 %  Diethanolamin
0,45 mM  MgCl,
0,04 %  NaNj

3.5.9.4 Peroxidase-Farbung

Zur Proteindetektion Uber eine HRP/Substrat-vermittelte Farbreaktion wurden 200 ul Farbe-
I6sung pro Loch zugegeben und die Mikrotiterplatte 2 min im Dunklen inkubiert. Die Farb-
reaktion wurde mit 50 pyl 12,5 % H,SO, abgestoppt und die Farbreaktion durch Extinktions-
bestimmung bei 492 nm (Referenz 640 nm) im ELISA-Reader ausgewertet.

Féarbelésung: 150 mM  Citrat-Phosphat-Puffer, pH 5,0
3,1 mM  o-Phenylendiamin
0,01 %  HyO,

3.5.10 '*|-Kapsidmarkierung

Die Markierung der Proteinkapside erfolgte durch Freisetzung von reaktiven 1251, aus Na'®l

(AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH) mit Hilfe von lodo-Beads" (PIERCE), nichtpordsen Polystyren-

kugeln mit immobilisiertem N-Chloro-benzolsulfonamid als Oxidationsmittel.

lodinierungsreaktion: Fir die Markierung von Kapsidprotein wurde ein lodo-Bead 2 x in 500 pl
PBS gewaschen, in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal 5 min bei RT mit 100 ul Na'®l in PBS
(0,5 mCi) vorinkubiert und dann 100 ul Kapsidldsung (100 pg VP) zugegeben. Die Reaktion bei
RT wurde nach 10 min durch Entfernen des Reaktionsgemisches vom immoblisierten Oxida-
tionsmittel abgestoppt.

Gelfiltration: Der Na'*®|-Uberschul wurde mittels Gelffiltration aus der Proteinprobe entfernt.
Dazu wurde eine 2 ml-Gelfiltrationssaule (D-Saltd Excellulosell Plastic desalting Columns;

PIERCE) mit 5 vol PBS &quilibriert und 200 yl Reaktionsgemisch aufgetragen. Nach Einlaufen
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der Probe wurde die Saule mit 200 pl PBS gewaschen und mit 10 x 200 pyl PBS eluiert. Die
markierte Kapsidfraktion konnte mit einem B/y-Handdetektor (LB122; BERTHOLT) identifiziert
werden. Die Proteinausbeute in den Gelfiltrationsfraktionen wurde anhand einer Parallelfiltration

mit unmarkierten Kapsiden quantifiziert.

3.5.11 Liposomenherstellung

Die Liposomen wurden mit Hilfe des LiposoFast[]-Basic Liposomenextruders (AVESTIN, Ottawa,
Kanada) hergestellt Dazu wurden die bendtigten Mengen von in CHCI;/MeOH (2:1 v/v) geldsten
Lipide und gegebenenfalls der Fluoreszenzmarker DPH (MOLECULAR PROBES, Eugene, USA) in
einem 1,5 ml Reaktionsgefal® vereinigt, unter N, zur Trockne eingeengt und die Probe zur voll-
stéandigen Entfernung von Lésungsmittel 1 h unter Vakuum getrocknet. Die Lipide wurden, wenn
nicht anders angegeben, in PBS durch Vortexen und/oder im Ultraschall-Wasserbad resuspen-
diert und die triibe Lipidsuspension 31 x durch eine Polycarbonat-Membran mit 100 oder
200 nm PorengroRRe (AVESTIN) passagiert.

Lipid-Stamml6sungen:

asialo-Gangliosidgy, (asialo-GM1) 1 mg/ml; ~ 0,74 mM
Cholesterol 125 pg/ml

DPH (Fluoreszenzmarker): 1mM
Globopentaosylceramid (Gb5Cer) 1 mg/ml; ~ 0,64 mM
Globosid (Gb4Cer) 1 mg/ml; ~ 0,74 mM
Globotriaosylceramid (Gb3Cer) 1 mg/ml; ~ 0,87 mM

L-a-Phosphatidylcholin, -Oleoyl-y-Palmitoyl )
(C18:1, [cis]-9/C16:0) (POPC) 25 mg/3 ml; 11 mM
L-a-Phosphatidylcholin 1 mg/ml

3.5.12 Kapsid-Rezeptor-Bindungsassays (BA)

3.5.12.1 BA mit fluoreszenz-markierten Liposomen

Fluoro Nunc Platten mit Maxisorp-Oberflache (96-well, NUNC, Wiesbaden) wurden UN bei 4°C
mit 400 ng/Loch a-VP2 (angereicherte IgG-Fraktion in 0,1 M Natriumcarbonatpuffer, pH 9,5
verdunnt) beschichtet und nach 3 x Waschen mit PBS mit 3 % BSA in PBS 2 h bei RT geblockt.
Nach 1 h Inkubation mit 1,4 ug VP2-Kapsid/Loch (in 0,2 % BSA in PBS) bei RT wurde 4 x mit
PBS gewaschen und der entstandenen Kapsidschicht DPH-markierte Liposomen fir 1 h bei RT
prasentiert. Nach Verwerfen der Liposomensuspension wurden auf der Platte verbliebene Lipo-
somen in 200 yl 0,1 % SDS/Loch resuspendiert und die Fluoreszenz im ELISA-Reader
(Fluoroskan Ascent (FL) microplate fluorometer Type 374; LABSYSTEMS, Helsinki, Finnland) oder
Fluorimeter (ISA FluoroMax-2®; SPEX Instruments) bei einer Emissionswellenlange von 460 nm
nach Anregung bei 355 nm vermessen. Globosid wurde mit einem molaren Verhaltnis von 1:5

in Liposomen integriert, die aus L-a-Phosphatidylcholin und Cholesterol in einem molaren
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Verhaltnis von 1:1 aufgebaut waren. Pro ymol Lipid wurden 0,16 ymol DPH zur Markierung

zugegeben. In Kontroll-Liposomen wurde der Globosidanteil durch Phosphatidylcholin ersetzt.

3.5.12.2 BA mit radioaktiv-markierten rekombinanten Proteinkapsiden

Samtliche Versuchsansatze wurden mindestens als Drei-, z.T als Sechsfachbestimmungen
durchgefihrt. Pro Loch einer Immuno BreakApart Modulplatte mit Polysorp-Oberflache (NUNC)
wurden 5 ug Lipid (ca. 4 nmol) in 100 yl MeOH pipettiert und UN bei 4°C inkubiert. Nach Ein-
engen des Lésungsmittels im Ekksikator wurden unspezifische Bindungsstellen mit 3 % BSA in
PBS (1h; RT) abgeblockt. AnschlieBend wurden je Loch 0,28 pmol '®I-markierte Kapside in
0,2 % BSA zugesetzt und fur 1 h bei RT inkubiert. Fir Kompetitionexperimente wurde die
Kapside vor Zugabe mit dem zu testenden Kompetitor vorinkubiert. Nach 4 x Waschen mit PBS
wurde die Reaktionslécher durch einfaches Brechen voneinander getrennt und die pro Loch auf
der Platte verbliebene Radioaktivitat fir 5 min im Gamma-Counter quantifiziert. Zur Detektion
und quantitativen Messung der Gamma-Strahlung wurde das vollautomatische Gamma
Counting System Modell 5003 der Cobra Il Serie (PACKARD INSTRUMENTS, Meriden, USA) mit

einem 3-inch Detektor und gerateeigener Software verwendet.

3.5.12.3 VOPBA: Virus overlay protein binding assay

Mittels des VOP-Bindungsassays wurden Interaktionen zwischen radioaktiv markierten Virus-

kapsiden und immobilisierten Membranproteinen analysiert.

Proteinauftrennung und Proteintransfer auf immobilisierende Membran: Wenn nicht
anders angegeben wurden 50 — 100 ug Protein aus Membranproteinfraktionen ( in 10 %
PAA-Gelen unter nichtreduzierenden (B.5.2.1) oder nativen Bedingungen ( getrennt. Es
wurde eine Gelgrofte von 14 x 16 cm (13,5 cm Trenngel) verwendet. Alternativ wurden die
Proteine mittels 2D-Elektrophorese wie unter B.5.2.2]beschrieben separiert. Die aufgetrennten
Proteine wurden auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P, 0,45 um; MILLIPORE, Bedford, USA)
geblottet. Vor dem Transfer wurde die Membran 10 sec mit MeOH behandelt, 2 min mit H,O
gespult und fur 5 min in Transferbuffer vorinkubiert. Im weiteren erfolgte der Proteintransfer wie
unter beschrieben. Zur Kontrolle der Kapsidbindung wurden Aliquots geeigneter Anti-
korperldsungen direkt auf eine PVDF-Membran aufgebracht und angetrocknet. Die Kontroll-

membran wurde bei den weiteren experimentellen Schritten mitgefiihrt.

»,Quasi“-Renaturierung und Kapsidinkubation: Die Membran wurde UN in 250 ml Renatu-

rierungspuffer bei 4°C eingelegt. Nach Zugabe von '

[-markierten Kapsiden in frischem Rena-
turierungspuffer wurde weitere 4 h bei RT inkubiert und anschliefend 4 x 30 min bei RT in

Waschpuffer gewaschen. Nach dem Trocknen der Membran wurde die gebundene Radio-
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aktivitat in der Autoradiographie mit Kodak BioMax[d MS-Filmen (SIGMA) oder mittels Phospho-
Imaging (GS-363 Molecular Imager System, Imaging Screen-Bl und Molecular Analystd] Soft-
ware Version 1.4/440; BIORAD) nachgewiesen.

Renaturierungspuffer: 10 mM  HEPES, pH 7,4
50 mM  NaCl
10 mM  MgCl,
1 mM  DTT
0,1 mM  EDTA

10 %  Glycerin
3 %  BSA Fraktion V, pH 5,2
1 Tablette / 200 ml  complete Proteaseinhibitoren
Waschpuffer: wie Renaturierungspuffer, aber
150 mM  NaCl
0,03 %  Nonidet NP40 (ROCHE)
0,2 % BSA

3.5.13 Surface Plasmon Resonance

Alle Puffer wurden vor Gebrauch entgast und mit einen 0,22 ym Filter von groben Verunreini-
gungen befreit. Die Messung von Oberflachenplasmon-Resonanz an Lipidschichten erfolgte an
einem Pioneer L1 Sensorchip im BIACORE J Biosensor (Uppsala, Schweden), der die gleich-
zeitige Messung in einem Referenzkanal ermoglicht. Die Dextranoberflache des Sensorchips ist
mit lipophilen Substanzen modifiziert, die den Aufbau von Lipidschichten ermoglichen. Der Auf-
bau einer Lipidschicht erfolgt mit Hilfe von Liposomen. Das Beladungsprotokoll ist in
exemplarisch fur das Globosid/POPC-System dargestellt. Die Herstellung der 3 mM Ausgangs-
lipidsuspension, die zur Injektion 1:2 in Liposomenpuffer verdinnt wurde, ist unter
beschrieben. Nach der Beladung der Sensorchip-Oberflache konnten Aliquots der zu testenden
Substanzen in geeigneten aufsteigenden Konzentrationsreihen injiziert werden. Die Injektions-
zeit betrug standardmagig 3 min und wurde bei Bedarf erhoht.

Liposomenpuffer: 10 mM  Tris/HCI, pH 7,4

50 mM  NaCl

0,9 mM  CaCl,
0,49 mM  MgCl,

Liposomenpuffer (ohne) enthalt kein Calcium- und Magnesiumchlorid.

Laufpuffer: 10 mM  Tris/HCI, pH 7,4
150 mM  NaCl
Laufbedingung: Temperatur 25°C
Laufgeschwindigkeit 15 pl/min
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Tabelle 14: Beladungsprotokoll fiir den Aufbau einer Gb4Cer/POPC-Schicht im Probenkanal
(Fc1) und einer reinen POPC-Lipidschicht im Referenzkanal (Fc2).

Injektionslésung aktiver Injektions- Bemerkungen
FluBRkanal zeit
Fc1 Fc2
X X Laufpuffer Andocken des Chips
40 mM Octyl-B-D-Glucopyranosid X X 3 min Reinigung der
in H,O Chipoberflache
X X Laufpuffer Spulen

gegebenenfalls Wiederholung der Chipreinigung

1,5 mM POPC-Liposomen in X 15 min Beladung des
Liposomenpuffer Referenzkanals durch
Generierung einer
Lipidschicht
X Laufpuffer Spulen
100 mM NaOH in H,O X 3 min Beseitigung freier
Liposomen
X Laufpuffer Spulen
X Laufpuffer Spulen
1,5 mM Gb4Cer/POPC- X 15 min Beladung des Probenkanals
Liposomen in Liposomenpuffer
X Laufpuffer Spulen
100 mM NaOH in H,O X 3 min Beseitigung freier
Liposomen
X Laufpuffer Spulen
X X Laufpuffer Spulen

3.5.14 Mikrokalorimetrie

In der Mefdzelle wurde eine 0,1 mM VP2-Kapsidproteinlésung (1,67 yM Kapside) in PBS mit
festen Volumina einer 0,5 mM Glycolipidsuspension in PBS titriert. In Tabelle 15|sind die in
dieser Arbeit verwendeten experimentellen Bedingungen aufgezeigt. Samtliche Lésungen

wurden vor Gebrauch entgast und temperiert.
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Tabelle 15: Standardversuchsbedingungen am Mikrokalorimeter (VP-ITC MicroCalorimeter;
MICROCAL INC., Northampton, USA).

Temperatur 15°C
Referenzleistung 5 ucal/sec
Proteinkonzentration in der MeRzelle ca. 0,1 mM
Riihrgeschwindigkeit 270 rpm
Initiale Verzfigerung.und o 200 sec
Abstand zwischen einzelnen Injektionen

Anzahl der Injektionen 20
Konzentration der injizierten Lésung 0,5mM
Injektionsvolumen 10 ul
Injektionsdauer 20 sec

3.5.15 Hamagglutinationsanalyse

Die Durchfihrung der Hamagglutinationsassays mit dem DIAMED-ID-Parvovirus B19 Micro
Typing System (DIAMED, Cressier sur Morat, Schweiz) richtete sich weitgehend nach den
Angaben des Herstellers. Allerdings wurden 15 ul Probe und 15 pl Erythrocytensuspension
eingesetzt. Soweit nicht anders angegeben betrug die Erythrocyten-Endkonzentration im HA-
Ansatz 0,15 %. Die Auswertung erfolgte visuell, Erythrocyten (rote Bande) auf oder im Saulen-
material bedeuten Hamagglutination (HA), d.h. die Erythrocyten wurden durch die Probe
vernetzt, findet keine HA statt, gelangen die Erythrocyten wahrend durch die Zentrifugation zum

Saulenboden.

3.5.16 Mikroskopie

3.5.16.1 Negativkontrastierung und Transmissions-EM

Fur die Negativkontrastierung wurden kohlebeschichtete Kupfer-Netze mit einer Maschenweite
400 (PLANO, Wetzlar) verwendet. Diese Tragergrids wurden zu Beginn der Arbeiten beglimmt,
d.h. durch lonisierung von Restmolekilen in reduzierter Gasatmosphare unter UV hydro-
philisiert, die Proteinprobe aufgetragen, 45 sec bis 1 min inkubiert und anschlieRend 1 x 30 sec
mit H,O bidest gewaschen. Die Probe wurde 45 sec mit 3 % Uranylacetat (w/v in H,O bidest)
kontrastiert und auf Filterpapier getrocknet. Die Grids wurden mit einem Transmissions-EM
Philips CM12 (PHILIPS, Eindhoven, Niederlande) bei einer Hochspannung von 120 kV, d.h.
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einem Fokussierstrahldurchmesser von 100 — 200 nm betrachtet. Die Bildverarbeitung erfolgte
entweder mittels eines AGFA Scientia EM-Film 23D56 oder einer slow scan CCD-Kamera
(FA.TIETZ, Gauting).

3.5.16.2 Immunfluoreszenz

Auf einen Objekttrédger fur die Immunfluoreszenz ER-302 (MENzEL-Glaser, Braunschweig)
wurden 10 pl Zellsuspension (~ 1x10° Zellen) pro Loch aufgebracht (Monolayer) und 30 min bei
RT unter einer Laminarbox getrocknet. Die Zellen wurden 30 min in Aceton bei —20°C fixiert und
anschlieend 2 x mit PBS und 1 x mit H,O gewaschen. Nach 1 h Inkubation mit Blockierungs-
reagenz bei 37°C wurden 20 pl Antikérper (Serumverdinnung 1:20) zugegeben und in einer
feuchten Kammer fur 1 h bei 37°C inkubiert. Nach 3 x 3 min waschen mit PBS wurde kurz mit
H,O gespllt und der Objektitrager getrocknet. Die Probe wurde mit 15 uyl FITC-markiertem
sekundaren Antikérper (1:50) fur 1 h bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschliel3end
wurde wieder 3 x 3 min mit PBS gewaschen, nach Trocknen des Objekttragers Fluoreszenz-
verstarkungsgel (Vectashield”H-1000, VECTOR LABS, Burlingame, USA) aufgetragen und die

Probe mikroskopiert.

Fluoreszenzmikroskop Olympus Provis AX70 mit U-MCB, U-PS (MIKRO-OPTIK-MUNCHEN)
Sony 3CCD Color Videokamera Modell PXC-950P mit Adapter CMA-D2 (SONY, Tokio, Japan
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Herstellung eines Kaninchen anti-VP2 Antiserum

Fir die Proteindetektion und als immobilisierender Trager fur Bindungsassays wurde ein spezi-
fischer Antikdrper gegen des virale B19-Strukturprotein VP2 in ausreichender Menge bendtigt.
Zu dessen Gewinnung wurde die VP2-codierende Nukleinsduresequenz in einen Vektor
inseriert, der die Expression von N-terminal durch sechs Histidine modifiziertem VP2 in E.coli
ermoglicht. Das Uber Affinitatschromatographie gereinigte Protein wurde als Antigen zur Immu-
nisierung von Kaninchen eingesetzt und aus dem gewonnenen Antiserum die IgG-Antikorper-

fraktion angereichert.

4.1.1 Konstruktion eines Expressionsvektors zur [6xHis]-VP2-Produktion

Fur die Expression grof3er Mengen rekombinanten Antigens in E.coli wurde der Vektor pQE40
ausgewahlt. Das System ermdglicht am N-Terminus des Zielgens die Einfihrung eines [6xHis]-
Tag und die Fusion mit Dihydrofolat-Reduktase (DHFR) aus der Maus. Die [6xHis]-Verlange-
rung dient der Reinigung des rekombinanten Proteins Uber Metallaffinitdtschromatographie,
DHFR soll die Stabilitdt und Antigenitat des Zielgens erhdhen. Die IPTG-induzierbare Expres-
sion des Zielgens steht unter Kontrolle des Phagen T5 Promoters. Der Vektor tragt zudem ein
B-Lactamase-Gen, das die Ampicillinresistenz zur Selektion plasmidtragender Bakterien

vermittelt.

Die Klonierung des VP2-Gens in pQE40 ist in schematisch dargestellt. Bei der
Expression von VP2 sollte auf DHFR als Fusionspartner verzichtet werden. Daher wurde in
einem ersten Klonierungsschritt die multi cloning site des Vektors pQE40 durch Einfiihrung
einer synthetischen Oligonukleotidsequenz modifiziert. Zur Herstellung des Plasmids pQE40-
Ascl wurde in die MCS von pQE40 Uber die Restriktionsstellen BamHI und Kpnl ein synthe-
tisches Oligonukleinsaurefragment, dessen Sequenz eine zusatzliche Ascl-Schnittstelle enthalt,
eingefligt und dabei auch die im urspriinglichen Vektor vorhandene DHFR-codierende Sequenz
entfernt.

Das Insertfragment mit entsprechenden kompatiblen Uberhdngenden Enden wurde durch
Annealing der Oligonukleotide QE_Ascl/1 und QE_Ascl/2 gewonnen und mit dem BamHI|/Kpnl-
geschnittenen und anschlieend gelgereinigten pQE40-Vektorfragment ligiert.
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BamH| Ascl Kpnl

Synthetisches Oligo
mit iberhangenden Enden (61 bp)

BamHI/ Kpnl

4032 bp

pQE40-Ascl
3501 bp

VP2-PCR-Fragment

1701 bp ori

Ascl/ Smal

pQE40-VP2
5134 bps

ori
& Smal

Abbildung 6: Klonierungsschema zur Herstellung des Expressionsplasmids pQE40-VP2.

Nach Transformation von E.coli SURE konnte der Vektor pQE40-Ascl in praparativem Malistab
isoliert und mittels Ascl-Testspaltung (Bbbildung 7] charakterisiert werden. Das Plasmid
pQE40-Ascl diente als Ausgangsvektor zur Klonierung des Expressionsvektors pQE40-VP2.
Die VP2-codierende Sequenz wurde mit Hilfe des Expand High Fidelity PCR Systems (ROCHE,
Mannheim) und der Primer QE-VP2_1 und QE-VP2_2 aus dem Vektor pUC18-VP1 amplifiziert
und im Gel aufgereinigt. Das VP2-PCR-Fragment und der Vektor pQE40-Ascl wurden mit den
Restriktionsenzymen Ascl und Smal doppelgeschnitten, ligiert und E.coli SURE transformiert.
Die Identitat des isolierten Plasmids pQE40-VP2 konnte durch Kpnl-Testspaltung im VP2-Insert

und durch Sequenzierung (siehe Anhang) bestatigt werden.
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Abbildung 7: Nachweis der neu ein-

kb 1 2 geflihrten Schnittstelle und Bestéti-
28 T gung der korrekten Konstruktgré3e
’ durch Testspaltung des Vektors
4,0 —

W | <«— 35kb PQE40-Ascl mit dem Restriktions-
30— enzym Ascl.

Spur (1) 1 kb-Standard und (2)

linearisierter Vektor. 1% Agarose.

2,0 — | —

4.1.2 Expression und Reinigung von rekombinantem [6xHis]-VP2

Nach Transformation von E.coli SG13009 mit dem neukonstruierten Vektor pQE40-VP2 wurde

die Expression des rekombinanten [6xHis]-VP2-Proteins nach Induktion mit 1 mM IPTG in der

SDS-PAGE nachgewiesen (Abbildung 8).

Abbildung 8: Nachweis der IPTG-
induzierten [6xHis]-VP2-Expression
in Zellysaten von E.coli SG13009
PQE40-VP2.

<«+— [6xHis]-VP2

Spur (1) HMW-Standard, (2) nicht-
induzierte und (3) 0,2 M IPTG-indu-
zierte Zellen. 12,5 % SDS-PAA-Gel,

coomassiegeférbt.

Die Reinigung des rekombinanten Proteins erfolgte unter denaturierenden Bedingungen aus
Inclusion bodies. Die Bakterien (4 h mit 1 mM IPTG induziert) wurden durch Hochdruckdis-
persion in der French Press aufgeschlossen und die durch Zentrifugation separierten [6xHis]-
VP2-enthaltenden Inclusion bodies in 8 M Harnstoff unterstiitzt durch Ultraschallbehandlung
solubilisiert. Das von unldslichen Bestandteilen gereinigte Lysat wurde auf eine Ni**-lonen-
austausch-Affinitatschromatographiesaule aufgetragen und gebundene Proteine nach mehreren
Waschschritten in einem Imidazolgradienten (0 bis 0,3 M in harnstoffhaltigem Puffer) eluiert. Die
Proteinfraktion wurde durch Messung der Extinktion bei 280 nm und SDS-PAGE determiniert
(Abbildung 9] und die vereinigten [6xHis]-VP2-positiven Fraktionen (Elutionsfraktionen 30 — 50)

auf ein Endvolumen von 3,5 ml aufkonzentriert.
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Extinktion 55,

e .

1 10 20 30 40 50 60 70

Fraktionsnummer

Abbildung 9: Elutionsprofil zur Reinigung von [6xHis]-VP2 (iber N -lonenaustausch-
Affinitdtschromatographie. (=====) [6xHis]-VP2-positiver Elutionsbereich. Adsorptionsflulrate:

2 ml/min; Wasch- und ElutionsfluBrate: 1,5 ml/min; Fraktionsvolumen: 5 ml.

Das durch Affinitatschromatographie vorgereinigte [6xHis]-VP2 wurde mittels praparativer SDS-
PAGE (PrepCell) hoch aufgereinigt. Dazu wurden 2,5 ml der aufkonzentrierten [6xHis]-VP2-
Probe mit Probenpuffer versetzt, in einem 12,5 %-igen SDS-PAA-Gel aufgetrennt und konti-
nuierlich eluiert. Die gesammelten Elutionsfraktionen wurden mittels analytischer SDS-PAGE
kontrolliert und die [6xHis]-VP2-positiven Fraktionen 43 —56 auf ein End-
volumen von circa 1,2 ml (1,22 mg/ml) aufkonzentriert. Die Praparationsausbeute an hoch-
gereinigtem [6xHis]-VP2 betrug ungefahr 2 mg/l E.coli-Kultur.

Fraktionsnummer
kD 35 37 39 41:43 45 47 49 53 56:59 62 65 68 71 74
66 —
45 — b
36 —

Abbildung 10: Kontrollgele zur [6xHis]-VP2-Reinigung Uber prédparative SDS-PAGE. Standard:
LMW; (=====) [6xHis]-VP2-Elutionsbereich. 12,5 % SDS-PAA-Gele, coomassiegefarbt.
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4.1.3 Immunisierung und Charakterisierung des Antiserums

Das mittels PrepCell gereinigte und anschliefend aufkonzentrierte [6xHis]-VP2 wurde direkt zur
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt. Nach Abnahme von Pra-Immunserum zur Kontrolle
wurde das VP2-Protein mit TiterMax"Adjuvants emulgiert und zwei Chinchilla-Bastarden (Tier
Nr. 251 und 261) entsprechend dem Immunisierungsprotokoll ([Tabelle 16) injiziert. Am Tag 47
nach Primarimmunisierung wurden die Tiere ausgeblutet und 52,6 ml Antiserum 251 bzw.

48,8 ml Antiserum 261 gewonnen.

Tabelle 16: Immunisierungsprotokoll.

Tag Injektion VP2-Menge

0 Primarimmunisierung subkutan / intramuskular je 100 ug VP2
27 Boost-Immunisierung subkutan / intramuskular je 100 pg VP2
47 Serumabnahme

Die spezifische Reaktivitat der Antiseren wurde im recomBlot, einem kommerziell erhaltlichen
Immunoblottest mit rekombinant produzierten und gelelektrophoretisch aufgetrennten Antigenen
zur Diagnostik von anti-Parvovirus B19-IgG, und mittels eines ELISA ( gezeigt. Fur die
Charakterisierung im recomBlot wurden die Antiseren 1:100 bis 1:16000 verdiinnt und der Test

nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

O | |__Reaktions-_ | L EREREE R 0 0. 0
TN i kontrolle
—— NS1 —
- . . o= —VP_N—I..--
Illlllll _VP-C—lllll-
VP1-S — '
Mo B B A‘ Ed B, ~ﬁ7,AB~

Abbildung 11: Bestimmung der IgG-Serumreaktivitét von (A) Antiserum 251 und (B) Antiserum
261 mittels recomBlot-Teststreifen. Serumverdiinnung auf Teststreifen (1) 1:100, (2) 1:250, (3)
1:500, (4) 1:1000, (5) 1:2000, (6) 1:4000, (7) 1:8000, (8) 1:16000 und (9) Prédserum 1:100 als
Negativkontrolle.

Die a-VP2 Antiseren reagierten erwartungsgemaf in allen gewahlten Verdiinnungsstufen

positiv. mit den einander (berlappenden N-terminalen (VP-N) und C-terminalen (VP-C)
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Bereichen der Strukturproteine, aber nicht mit der fur VP1 spezifischen unique region (VP-1S)
oder dem Nichtstrukturprotein NS1. Antiserum 251 zeigt im Vergleich zu Antiserum 261 eine
sehr dominante Reaktivitdt gegen VP-C (w. Der ELISA-Test bestatigte die hohe
Reaktivitdt der beiden Antiseren einschlieBlich der Verdinnungsstufen 1:128000 (Antiserum

251) bzw. 1:64000 (Antiserum 261). Durch die Boost-Immunisierung wurde die Immunantwort

gegen [6xHis]-VP2 signifikant gesteigert (M.

3
A B
2 . M -
1 4
0 | | | || |
S QQQ SO QQ QQ ® QQ §l~ S QQQ SO QQ IR
O P S, S S8
;\(1/ (b ;{]/ (b
o& N o‘(\ N
Q Q
‘}b%QJ qf—‘@
QS )

Abbildung 12: Bestimmung der Serumreaktivitdt gegen rekombinantes VP2 im ELISA. (A) Anti-
serum 251 und (B) Antiserums 261. (m) vor und (m) nach Boost-Immunisierung, NK-Negativ-
kontrolle.

Um als immobilisierenden Trager fir nachfolgende Bindungsassays eine spezifische Antikor-
perldsung bekannten Proteingehaltes zur Verfiigung zu haben, wurde die IgG-Fraktion aus
16,5 ml Antiserum 261 Uber Protein G-Sepharose gereinigt und damit auch die VP2-spezi-
fischen Antikorper angereichert. Der Proteingehalt der 1 ml-Elutionsfraktionen wurden durch
eine Farbreaktion nach Bradford bestimmt (.

Mit Abschluf® der IgG-Anreicherung standen ausreichende Mengen eines spezifischen Anti-
korpers gegen des virale B19-Strukturprotein VP2 zum Einsatz als immobilisierender Trager fir
Bindungsassays zur Verfligung. Zur Proteindetektion in WesternBlot-Analysen war die Verwen-
dung der Antiseren a-VP2 251 und a-VP2 261 ausreichend.
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Abbildung 13: Anreicherung der IgG-Fraktion aus Antiserum 261 (ber Protein G-Sepharose.
Adsorptions- und Elutionsflu8rate: 1 ml/min. 15% SDS-PAA-Gel, silbergeférbt.

4.2 Produktion und Charakterisierung rekombinanter B19-

Proteinkapside

4.2.1 Herstellung homogener VP2-Kapside in Insektenzellen

In vivo-Untersuchungen zur Virusstruktur und Infektionsmechanismen von Parvovirus B19, wie
z.B. Wechselwirkungen von Viruskapsiden mit Zelloberflachen und spezifischen Rezeptoren,
sind nur schwer durchfiihrbar, da kein effizientes Zellkultursystem zur Vermehrung der Viren zur
Verfligung steht. Effektiv repliziert Parvovirus B19 nur in primaren Kulturen humaner erythroider
Knochenmarkszellen (Ozawa et al., 1986) oder primaren fotalen Leberzellen (Yaegashi et al.,
1989), deren Verwendung infolge eingeschrankter Zuganglichkeit des Zellmaterials begrenzt ist.
Allerdings ist es mdglich, leere Kapside durch Expression rekombinanter Kapsidproteine in
Insektenzellen herzustellen. Das Baculovirus-Expressionssystem wurde schon mehrfach erfolg-
reich fir die Synthese groRer Kapsidmengen verwendet, wie z.B. zur Herstellung von Polio-
virus-Partikeln (Urakawa et al., 1989) oder Kapsiden des Flock House Virus (Fisher et al.,
1993). Die B19-Proteinkapside werden in den Insektenzellen durch einen Selbstassemblie-
rungsprozeld der rekombinanten Strukturproteine gebildet, wobei das Hauptstrukturprotein VP2
(58 kD) allein ausreichend fur die Partikelbildung ist. Die entstehenden regulér geformten
Kapside sind elektronenmikroskopisch und abgesehen vom Fehlen der VP1-spezifischen
unique region immunchemisch nicht von intakten Virionen unterscheidbar (Brown et al., 1991;
Kajigaya et al., 1991) und kénnen daher flir in vitro-Analysen der Virus / Rezeptor-Wechsel-

wirkung genutzt werden.
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Dem Labor von Prof. Susanne Modrow wurde dankenswerter Weise durch Dr. Manfred Motz
ein rekombinantes Baculovirus (AcMNPV-VP2) Uberlassen, in dessen Fremdgen-Expressions-
kassette die VP2-Sequenz eines Patientenisolates inseriert wurde. Ausgehend davon wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Expression des VP2-Proteins in infizierten Sf9-Insektenzellen Uber-
pruft und ein Protokoll zur Reinigung der rekombinanten Kapside, die fur die weiteren Unter-
suchungen zur Rezeptor-Kapsid-Wechselwirkung notwendige Voraussetzung sind, etabliert und

optimiert.

4.2.1.1 Charakterisierung des Baculo/Sf9-Expressionssystems

Die Grundlage fiir die Etablierung der Kapsidreinigung war die Absicherung der Funktionalitat
des Expressionssystems. Da die genaue Sequenz des in ACMNPV inserierten VP2-Gens nicht
bekannt war, wurde der VP2-Genbereich innerhalb des Baculovirus-Genoms sequenziert. Fur
die Sequenzierung wurde ein Aliquot des propagierten Baculovirusstocks 1:2 in Wasser
verdinnt, 15 min bei 95°C aufgekocht und hochmolekulare Verunreinigungen durch Zentrifu-
gation (14000 rpm, 15 min) beseitigt. Der Uberstand wurde als Template-DNA fiir einen PCR-
Ansatz verwendet, in dem das VP2-Gen mit geeigneten Primern amplifiziert wurde. Durch
Sequenzierung des gereinigten PCR-Produktes wurde die Vollstandigkeit des offenen Lese-
rahmens nachgewiesen. Aus der codierenden Sequenz konnte die Proteinsequenz des rekom-
binanten VP2 abgeleitet werden. Die Punktmutationen in der Nukleinsduresequenz hatten nur
in zwei Fallen Auswirkung auf die resultierende Proteinsequenz im Vergleich zum Standard-
isolat pYT103 (Shade et al., 1986). Der Austausch Ser229Thr ist auch bei anderen Parvovirus
B19-Isolaten (B19-Wi und B19 Stu) prasent (Blundell et al., 1987; Hicks et al., 1996). Der
Aminosaureaustausch Thr145Ala konnte in den zum Vergleich herangezogenen Isolaten nicht
gefunden werden. Der Aminosaurerest 145 ist Bestandteil von Strang D des zentralen (-barrel
Strukturmotivs und nicht oberflachenexponiert (Agbandje et al., 1994). Der Austausch sollte

daher keine Auswirkung auf die Rezeptorbindung haben.

Zur weiteren Charakterisierung des Expressionssystems wurden Sf9-Insektenzellen mit
AcMNPV-VP2 (MOI 2,5) infiziert und die Expression des rekombinanten VP2-Proteins drei Tage
nach Virusinokulation im WesternBlot mit a-VP2 Antikérper nachgewiesen. Das exprimierte
VP2-Protein hatte bei Vergleich mit dem Molekulargewichtsstandard die erwartete Groflte von
58 kD. Die Effizienz der Sf9-Infektion unter den gewahlten Bedingungen wurde mittels Immun-
fluoreszenz gezeigt. Die Insektenzellen wurden mit ACMNPV-VP2 infiziert und ein, zwei bzw.
drei Tage nach Virusinokulation geerntet. Nach Fixierung der infizierten Sf9-Zellen auf einen
Objekttrager wurde das rekombinante VP2-Protein in den Zellen immunchemisch fluoreszenz-
markiert. Zu allen Erntezeitpunkten konnte die Expression von VP2 nachgewiesen werden.
Waéhrend VP2 24 h nach Infektion (p.i.) nur in einigen Zellen beobachtet werden konnte, expri-
mierten 2 Tage p.i. alle Zellen nachweisbare Mengen an VP2 (. 72 Stunden nach
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Virusinokulation war ein deutlicher Verlust intakter Zellen in der Kultur zu verzeichnen. Da in
nachfolgenden Kapsidpraparationsansatzen das Zellpellet als Ausgangsmaterial eingesetzt
wurde, wirde die Ernte 3 Tage p.i. groRe Protein- und damit Kapsid-Verluste nach sich ziehen.
Als Kompromify zwischen maximaler Proteinexpression und geringstmoglichem, aus dem
Absterben von Sf9-Zellen resultierenden Materialverlust wurde der Erntezeitpunkt fiir ACMNPV-
VP2-infizierte Sf9-Insektenzellen fir Kapsidpraparationen auf 60 h nach Virusinokulation fest-

gelegt.

Abbildung 14: Nachweis rekombinan-
ten VP2-Proteins in Sf9-Insektenzellen

mittels Immunfluoreszenz.

Bild (A) nichtinfizierte Sf9-Zellen und
(B) AcMNPV-VP2-infizierte Sf9-Zellen,
2d nach Virusinokulation. Immun-
chemischer VP2-Nachweis: a-VP2/
a-rabbit-gG, FITC-markiert.

4.2.1.2 Etablierung eines Kapsidreinigungsprotokolls

Um ausreichend Proteinmaterial flr die Durchfiihrung von in vitro-Experimenten zur biophysika-
lischen und biochemischen Charakterisierung von Kapsid-Rezeptor-Wechselwirkungen zur
Verfligung zu haben, wurde ein effizientes Kapsidreinigungsystem benétigt. Ausgangspunkt fur
die Etablierung und Optimierung eines Kapsidreinigungsprotokolls im Labor waren verschie-

dene in der Literatur beschriebene experimentelle Bedingungen zur Kapsidpraparation.

Bansal et al. (Bansal et al., 1993) beschreiben ein Kapsidreinigungsprotokoll in Anlehnung an
Kajigaya et al. (Kajigaya et al., 1991). Die mit einer MOI von ca. 5 infizierten Sf9-Insektenzellen
wurden 60 — 68 h p.i. geerntet und bis zur weiteren Verwendung bei —70°C gelagert. Die Zellen
wurden in Lysispuffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 10 mM NaCl; 15 mM MgCly; 1 % Triton X-100;
1 mM PMSF; 0,2 TIU/ml Aprotinin; 10 ug/ml Leupeptin; 10 ug/ml Pepstatin A) resuspendiert und
durch mehrmaliges Einfrieren (-20°C) und Auftauen aufgeschlossen. Das Lysat wurde zur
Abtrennung hochmolekularer Verunreinigungen und ganzer Zellen 20 min bei 12000xg zentrifu-
giert und der Uberstand auf ein 40 %-iges (w/v) Saccharosekissen aufgetragen (16 h bei
100000xg, 4°C). Das resultierende Pellet wurde in TE-TX (50 mM Tris/HCI, pH 8,7; 25 mM
EDTA; 1 % Triton X-100; Proteaseinhibitoren siehe Lysispuffer) aufgenommen und abermals
durch ein 40 %-iges Saccharosekissen zentrifugiert. Die im Sediment enthaltenen Kapside
wurden in TE-OG (50 mM Tris/HCI, pH 8,7; 25 mM EDTA; 1 % Octyl-3-D-Glucopyranosid,;

Proteaseinhibitoren siehe Lysispuffer; initiale CsCl-Konzentration 1,31 g/ml) resuspendiert und

67



Produktion und Charakterisierung rekombinanter B19-Proteinkapside

im CsCI-Dichtegradienten (35 h bei 100000xg, 4°C) bandiert. Bei eigener Durchflihrung der
Kapsidpraparation nach diesem Protokoll konnte gezeigt werden, dal® durch die zweite Saccha-
rosekissenzentrifugation keine Veranderung der Zusammensetzung der kapsidhaltigen Fraktion
erreicht werden konnte und dieser Schritt daher héchstens zu Materialverlusten fuhrt. Anhand
Coomassie-gefarbter Gele wurde deutlich, da® der Reinigungseffekt der Saccharosekissen
nicht ausreichend ist. Die VP2-positiven Fraktionen bandieren im oberen Drittel des CsClI-
Dichtegradienten, wie sowohl im direkten Kapsid-ELISA mit dem kapsidspezifischen mono-
klonalen Antikérper 860-55D als auch im WesternBlot mit a-VP2 Antiserum gezeigt werden

konnte.

Zur Optimierung der Reinigung wurde die Saccharosekissenzentrifugation durch einen Vor-
reinigungsschritt ersetzt, der ein schonendes Anreichern der Kapside mit effizienter Reinigung
verbindet. Zur Kapsidpraparation wurden ~ 4 x 10® infizierte Insektenzellen in 5 ml Lysispuffer
(10 mM Tris/HCI, pH 7.4; 10 mM NaCl; 15 mM MgCl,, 0,5 % Triton X-100, complete Protease-
inhibitoren) resuspendiert und mittels mehrfachem Einfrieren und Auftauen bei -20°C (3 x) auf-
geschlossen. Durch 15-minltige Zentrifugation bei 2000xg, 10°C wurde das Lysat von ganzen
Zellen und groRen Zellfragmenten befreit und dann auf ein CsCl-Kissen aufgetragen ( =
1,22 g/lcm? in TE-TX; Puffer wie oben, aber 0,5 % Triton X-100 und ohne Proteaseinhibitoren).
In das Kissen wurden die Kapside durch Zentrifugation (4 h; 150000xg; 10°C) sedimentiert. Die
opake Proteinbande konnte durch Anstechen des Zentrifugenréhrchen von der Seite mit einer
Spritze abgezogen werden. Wurde die Bande vorsichtig abgenommen, stand schon an dieser
Stelle eine sehr saubere Kapsidfraktion zur Verfiigung (fAbbildung 15].

kD 1 2 3
205 — | b ) - .
Abbildung 15: Reinigungsdokumentation
116 — | v zu Kapsidpréparationsschritten.
97,4 — |¥ —
Spur (1) HMW, (2) Kapsidfraktion aus
66 — |e
CsCl-Kissen, circa 10 ug Protein, (3)
"GPy | VP2 o . .
- Kapsidfraktion CsCI-Dichtegradient, 10 ug
o | VP2-Protein (58 kD). 10% SDS-PAA,
coomassiegefarbt.

Der Reinigungseffekt im CsCl-Kissen wird durch Trennung nach Dichte und Morphologie
erzeugt. Dem reinigenden CsCl-Kissen war ein weiteres dichteres CsCl-Kissen (¢ = 1,52 g/cm?)
untergelagert, um groRe Turbulenzen wahrend der Zentrifugation zu vermeiden. Neben dem
zusétzlichen Reinigungseffekt ist die Bandierung im CsCl-Kissen sehr viel schonender als die

Pelletierung am Boden des Zentrifugenréhrchens. Ein elektronenmikroskopischer Vergleich von
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bandierten bzw. pelletierten Kapsiden zeigte einen signifikanten Anteil von Kapsidbruchstlcken

in den pelletierten Proben.

Die im CsClI-Kissen vorgereinigte Kapsidfraktion wurden mit CsCI-Lésung (¢ = 1,31 g/cm?in TE;
50 mM Tris/HCI, pH 8,7; 25 mM EDTA) gemischt und der Gradient bis zur Gleichgewichts-
einstellung 20 h bei 150000xg, 10°C zentrifugiert. In entsprechenden Experimenten wurde
gezeigt, dafls nach 20 h Zentrifugation das Gleichgewicht im Gradienten stabil war und sich die
Dichteverteilung bei verlangerter Zentrifugationszeit nicht mehr verénderte. Kirzere Zentrifuga-
tionszeiten z.B. 15 h waren fur die Gleichgewichtseinstellung nicht ausreichend. Der Verzicht
auf das Detergenz im CsCl-Dichtegradienten hatte keinen EinfluR auf die Qualitat der gewon-
nenen VP2-Kapsidpraparate. Die opake Proteinbande im oberen Drittel des Gradienten
(Abbildung 19) wurde von der Seite abgenommen. Den fiir CsCl-Lésungen verwendeten
Puffern wurden keine Proteaseinhibitoren zugesetzt. Die Kapsidfraktionen wurden bei 4°C in
CsCl gelagert. Zur Langzeitlagerung wurden keine Erfahrungen gesammelt, da die Kapside
nach Bedarf prapariert wurden. Ein entscheidender Vorteil des hier etablierten Kapsidreini-
gungsprotokolls liegt in der signifikanten Zeitersparnis. So konnte die Zentrifugationsdauer von
67 h 20 min (Bansal et al., 1993) oder 51 h (Kajigaya et al., 1991) auf 24 h oder sogar 4 h (nur

1.CsCI-Reinigungsschritt) eingeschrankt werden.

Aus der Praparation resultierten hochreine VP2-Kapsidfraktionen reproduzierbarer Qualitat

(Abbildung 15]und Abbildung 16). Die zusatzliche nicht ndher charakterisierte Proteinbande bei

ungefahr 96 kD war in den Kapsidpraparationen reproduzierbar. Da der Anteil dieser Verun-
reinigung am Gesamtproteingehalt kleiner 1 % war, wurde auf weitere Reinigungsschritte und
damit einhergehende Materialverluste verzichtet (Abbildung 15). Die Proteinausbeuten der
Praparationen lagen zwischen 0,13 bis 0,19 mg VP2-Protein aus 1 x 10° Insektenzellen. Die
gereinigten Kapsidfraktionen hatten eine Proteinkonzentration zwischen 16,5 yM (1 mg VP2/ml)
und 23,44 uM (1,43 mg VP2/ml). Eine VP2-Proteinkonzentration von 20 yM entspricht einer

Kapsidkonzentration von 0,33 pM oder 2 x 10" Kapsiden/ml.

kD 1 2 3 4
116 — | — , . -
97,4 — | = Abbildung 16: Gereinigte VP2-
Kapsidfraktion in der SDS-PAGE.
00 —— | . —
- - <+— VP2 Spur (1) HMW, (2) 0,5 ug VP2-Pro-
45 — | e — tein (58 kD), (3) 2,5 ug VP2-Protein
- und (4) LMW. 10 % SDS-PAA-Gel,
coomassiegefarbt.
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Weitere Versuche zur Erhéhung der Proteinausbeute sollten sich vor allem auf die Optimierung
des Zellaufschlusses unter Kontrolle der Kapsidqualitdt konzentrieren. Brown et al. beschreiben
den Aufschlufl der Zellen mit Hilfe von Ultraschall und schatzen ihre Proteinausbeuten auf
ungefahr 1 mg/108 Insektenzellen (Brown et al., 1991). Auch die vereinfachte Infektion groRer
Zellmengen in Suspensionskultur sollte im weiteren in Betracht gezogen werden. Mdglicher-
weise flhren die optimierten Bedingungen der Spinnerkultivierung (z.B. Sauerstoffeintrag) im
unguinstigsten Fall durch erhdhte Proteinliberexpression zur verstarkter Aggregationsneigung
der Kapsidproteine und dadurch zu einem Kapsidausbeuteverlust.

4.2.1.3 Charakterisierung der rekombinanten VP2-Proteinkapside

Zur Charakterisierung der unter f£.2.1.2]aufgereinigten Partikel wurden neben biophysikalischen
Eigenschaften und Morphologie auch die immunologische Reaktivitdt und Hamagglutinations-
aktivitat Uberprift.

Zur Bestimmung der morphologischen Eigenschaften wurden die negativ-kontrastierten Partikel
in der Transmissions-Elektronenmikroskopie beurteilt. Die VP2-Proteinkapside dhnelten in ihren
Morphologie nativen Virionen. Es handelte sich eindeutig um sphérische ikosaedrische Partikel
mit einem Durchmesser von ungefahr 26 nm und Neigung zur Clusterbildung (Abbildung 17).

Abbildung  17:  Transmissions-EM  von
gereinigten, rekombinanten VP2-Partikeln

aus Insektenzellen.

Negativkontrastierung mit 3 % Uranylacetat.
Balken: 100 nm.

Wie verschiedenen EM-Aufnahmen zu entnehmen ist, waren die nach dem oben beschrie-
benen Reinigungsprotokoll erhaltenen Kapsidfraktionen sehr homogen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Transmissions-EM-Aufnahmen gereinigter rekombinanter VP2-Partikel. Negativ-

kontrastierung mit 3 % Uranylacetat. Balken: 100 nm.

Die Bestimmung der Kapsiddichte erfolgte im CsClI-Dichtegradienten entsprechend dem letzten
Schritt des Praparationsprotokolls. Die in der Praparation gewonnene Kapsid-Hauptfraktion
hatte, wie in gezeigt, eine durchschnittliche Dichte von 1,286 g/cm?. Dieser
Dichtewert entspricht dem in der Literatur fir rekombinante VP2-Kapside angegebenen von
1,3 g/cm? (Kajigaya et al., 1991; Koch, 1995).

Abbildung 19: Verteilung der VP2-
positiven Fraktionen im CsCl-Dichte-

gradienten.

Zur Dichtebestimmung wurden die

g/lcm?® einzelnen Fraktionen durch Aus-
& S N q,\ O (VD Q;\b?)q’ tropfen vom Boden des Zentrifugen-
N\ \?’ \(3' \(3' NTNS NN réhrchens gewonnen und der Refrak-
tionsindex n im Refraktometer be-
— _———— <+ VP2 stimmt. Nach Pufferkorrektur wurde
der Dichtewert einer CsCl-Dichte-
: tabelle entnommen (CRC Handbook,

Pcsci

1999).

Diese experimentell im CsClI-Dichtegradienten ermittelte Schwimmdichte weicht signifikant vom
theoretischen, aus dem spezifischen Partialvolumen des VP2-Proteins errechneten Dichtewert
von 1,37 ab (Tabelle_18]. Solche Unterschiede kénnen durch Bindung weniger dichter
Makromolekiile oder durch den sogenannten excluded volume effect bedingt sein (Arakawa &
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Timasheff, 1985). Der Ausschlulvolumen-Effekt bedingt die Verdrangung voluminéser Salz-
lonen vom Protein durch die kleineren Wassermolekdle. Die Ausbildung der Hydrathllle um das
Protein resultiert in einem zusatzlichen Auftrieb der Kapside innerhalb des CsCl-

Dichtegradienten.

Zur spektroskopischen Charakterisierung der VP2-Kapside wurden die Absorptions-, CD-und
Fluoreszenzemissionsspektren aufgenommen (Schmid, 1989). Abgesehen von kleinen Bei-
tragen der Peptidbindungen ist die Proteinabsorption im Bereich von 230 — 300 nm durch die
aromatischen Aminosaure-Seitenketten von Tyrosin (Apmax = 274 nm), Tryptophan (Amax =
280 nm) und Phenylalanin (Ayax = 257 nm) bestimmt. Die Form und Intensitat des Spektrums
hangt von der Anzahl der drei aromatischen Reste im Gesamtmolekil ab. Die Proteinsequenz
von VP2 enthalt 21 Phenylalanine, 28 Tyrosine und 9 Tryptophane. Das Kapsid-Spektrum wird
von der Absorption der Tyrosin- und Tryptophanresten dominiert und zeigt ein Maximum bei
278,98 nm. Die geneigte Basislinie zwischen 310 und 350 nm ist auf die Lichtstreuung L durch
die groRen Partikel zurtickzufihren (Abbildung 20p). Um den Beitrag dieser Lichtstreuung zu
eliminieren, wurde das Spektrum lichtstreuungskorrigiert (Latimer, 1967). Theoretische Grund-
lage der Korrektur ist die Rayleigh-Gleichung mit ihrer Ableitung:

In(Abs + L) = In(Abs +k /\%) :

Der in ermittelte Anstieg von —3,779 nahert sich sehr gut dem erwarteten theore-
tischen Wert von —4. Die Verfalschung der Absorptionswerte durch Lichtstreuung wurde bei
Vergleich des Nativspektrums mit der lichtstreuungskorrigierten Kurve sichtbar. Durch die Licht-
streuung wurde die Absorption bei 278,98 nm um circa 4 % erhoht. Dies zeigt, daR fur eine
korrekte spektrophotometrische Bestimmung der Proteinkonzentration nativer Kapside eine
Lichtstreuungskorrektur durchgefiihrt werden sollte (). Zur Vereinfachung der
spektrophotometrischen Proteinkonzentrationsbestimmung in weiteren Versuchen sollte die
Proteinkonzentration in Guandiniumchlorid-denaturierten Proben bestimmt werden. Das
Absorptionsspektrum aromatischer Aminosauren hangt von der Natur der molekularen Umge-
bung ab. In gefalteten, nativen Proteinen sind einige der aromatischen Aminosauren im hydro-
phoben Kern des Proteins verborgen. Die Exposition dieser Aminosauren zum wassrigen
Lésungsmittel wahrend der Denaturierung verkleinert die Absorption zwischen 285 und 295 nm.
Der Unterschied zwischen den Absorptionsspektren des nativen und denaturierten Proteins ist
aber im allgemeinen klein. Zu beachten ist, dal3 auch die denaturierenden Agenzien, wie Harn-
stoff oder GdCl, die spektralen Eigenschaften einer Lésung verdndern. Um die korrekte
Bestimmung der Proteinkonzentration anhand denaturierter Kapside abzusichern, wurde das

lichtstreuungskorrigierte Absorptionsspektrum mit dem Spektrum der in 6 M GdCI denaturierten

Probe verglichen (Abbildung 20().
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Abbildung 20: Absorptionsspektren
im Bereich 240 - 350 nm.

Graph (A) Vergleich Originalspek-
trum und lichstreuungs-korrigiertes
Spektrum nativer rekombinanter
VP2-Kapside,

Lichtstreuungs-kurvenverlaufs, (B)

Darstellung  des

Bestimmung des Lichtstreuungs-
anteils aus dem logarithmisch auf-
getragenen Spektrum nativer
Kapside durch lineare Regression
im Bereich 320 bis 350 nm
(b[0]=18,3687; b[1]=-3,779;
r>=0,9977) und (C) Vergleich des
Spek-

trums nativer rekombinanter VP2-

lichtstreuungskorrigierten

Kapside mit dem Spektrum von in
6 M GdCI denaturierten Kapsiden.

(———) native VP2-Kapside, (--+)
Lichtstreuung, (-—--) native VP2-

Kapside, lichtstreuungskorrigiert
und (——) denaturierte VP2-
Kapside.

Dabei wurde eine Verschiebung des Maximums von 278,98 auf 275,05 nm und eine verstarkte

Differenzierung des Spektrums beobachtet. Der Einflull der zahlreichen Tyrosine (Amax =

274 nm) auf das Spektrum wurde deutlicher. Zudem entstand eine Schulter bei 280 nm, die

Tryptophan zugeordnet werden kann. Aus der Extinktion bei 280 nm der denaturierten Probe

wurde unter Einbeziehung des nach der Edelhochmethode ermittelten Extinktionskoeffizienten
€ (6 M GdCI) = 87145 M"cm™ der Extinktionskoeffizient & (Puffer) = 91454,55 M'cm™ fiir das

lichtstreuungskorrigierte Spektrum nativer Kapside errechnet (Pace etal,, 1995). Die VP2-
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Proteinkonzentration der Kapsidfraktionen wurde im weiteren in GdCl-denaturierten Proben

bestimmt.

Circulardichroismus (CD) vermittelt Informationen Uber die ungleiche Absorption links- und
rechtsdrehenden polarisierten Lichtes durch optisch aktive Moleklle. Das CD-Spektrum ermdg-
licht die Abschatzung des Sekundarstrukturgehaltes eines Proteins. Die CD-Signale werden in
zwei spektralen Bereichen bewertet. Das Fern-UV-CD-Spektrum, die Amidregion, (170 —
250 nm) wird durch die Peptidbindungen charakterisiert, wahrend die Signale im Nah-UV-CD-
Spektrum (250 —350 nm) von den aromatischen Aminosaureseitenketten bestimmt werden. Die
Amidregion erlaubt Aussagen zur Sekundarstruktur eines Proteins. Besonders das a-Helix-
Motiv bewirkt ein charakteristisches CD-Spektrum. Die spektralen Anteile anderer Sekundar-
strukturelemente sind weniger gut definiert.
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‘€ 1000 -
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‘; 2000 Abbildung 21: Korrigiertes UV-CD-
< Spektren rekombinanter VP2-Kapside.
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[] .
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Die CD-Daten fir die VP2-Kapside wurden nach Standardmethoden auf die molare Elliptizitat
[®] pro VP2-Monomer oder die Elliptizitat pro Aminosaurerest [@]yrw umgerechnet (Schmid,
1989). Das zentrale parvovirale Strukturmotiv ist ein achtstrangiges, antiparalleles B-Faltblatt mit

grolRen Insertionen zwischen den einzelnen Strdngen und nur geringen a-helikalen Anteilen
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(Brown & Young, 1997). Das Fern-UV-CD-Spektrum der VP2-Kapside bestatigt erwartungs-
gemal eine Mischung verschiedener Sekundarstrukturelemente (Apbi . Die Extrema
des Spektrums lassen sich keinem konkreten Sekundarstrukturelement zuordnen. Zusatzlich
wird auch dieses Spektrum von Lichtstreuungsartefakten (kleine Amplitude, Rotverschiebung)
beeinflult. Die Aromaten-Signale in denaturierten Proteinen sind gleich 0. Das Nah-UV-CD-
Spektrum ist daher ein hoch-sensitives Kriterium flr den Nativzustand und somit der ,finger-
print“ des korrekt gefalteten Proteins. Das Nah-UV-CD-Spektrum der VP2-Kapside zeigte deut-
liche Signale mit zwei Maxima bei 289 und 295 nm und kann somit als charakteristische spek-

trale Eigenschaft zur Beurteilung des Nativzustandes von VP2 herangezogen werden
{rosidung =)

Fluoreszenz ist ein ausgezeichneter spektroskopischer Marker fur Konformationsanderungen in
Proteinen. Die Proteinfluoreszenz wird durch die aromatischen Aminosaurereste Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan mit Fluoreszenzemissionsmaxima bei 282, 303 bzw. 348 nm vermittelt.
Das fur VP2-Kapside ermittelte Emissionsmaximum von 332,5 nm st typisch fiir Proteine, die
alle aromatischen Reste enthalten. Die Fluoreszenz ist durch die Tryptophanresten dominiert,
weil deren Absorption bei der Anregungswellenlange und die Fluoreszenz-Quantenausbeute
gréRer als die der anderen aromatischen Reste ist und die Anregungsenergie von Tyrosin und
Phenylalanin sehr effizient auf Tryptophan Ubertragen wird (strahlungsloser Forster-Energie-
transfer, FRET).

Die immunologische Vergleichbarkeit der rekombinanten Partikel mit nativen Virionen wurde im
direkten Kapsid-ELISA mit Antikdrper gegen Parvovirus-B19-VP2-Kapsidstrukturen Uberprift.
Der verwendete monoklonale Antikérper 860-55D erkennt ausschlieRlich Konformationsepitope
(Gigler etal.,, 1999). Die rekombinanten Kapside wurden von diesem Antikérper eindeutig
erkannt. Die Erkennung konnte durch Hitzedenaturierung der Kapside bei 80°C unterbunden
werden. Anhand dieser Ergebnisse wurde deutlich, da® sich die rekombinanten VP2 Partikel
immunologisch nicht von nativen Viruspartikeln unterscheiden, abgesehen vom Fehlen der
VP1-unique region und der damit verbundenen immunologischen Reaktionen. Die durch Anti-
korper nicht von nativen Virionen zu differenzierende Oberflachenstruktur weist damit auf einen

korrekt verlaufenden Selbstassemblierungsprozef hin.

Die in der Literatur beschriebene Hamagglutinationsaktivitat der VP2-Partikel (Brown & Cohen,
1992) wurden mit einem kommerziell erhaltlichen Hamagglutinationstest der Firma DIAMED

getestet. Die rekombinanten VP2-Kapside hamagglutinierten erwartungsgemal® humane

Erythrocyten (Abbildung 22).
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Abbildung 22: DIAMED Hémagglutinations-

1 2 assay. Die Analyse beruht auf der Separierung

agglutinierter und nicht-agglutinierter Erythro-
cyten durch Zentrifugation durch eine Gelfiltra-
tionsmatrix. Agglutinierte Zellen bilden eine
rote Linie auf der Oberfliche des Gels oder

sind in der Matrix verteilt.

(1) Hémagglutination von 0,15 % humaner
Erythrocyten durch 0,12 nM VP2-Kapside und

(2) nicht-agglutinierte Zellen werden am Boden

der Mikrogefél3e pelletiert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dal® die in dieser Arbeit produzierten und gereinigten
rekombinanten B19 VP2-Proteinkapside in ihren morphologischen und immunreaktiven Eigen-
schaften nicht von nativen Virionen zu unterscheiden waren und damit fir in vitro-Analysen der

Virus / Rezeptor-Wechselwirkung verwendet werden konnten.

4.2.2 Darstellung heterogener VP1/VP2-Kapside in Insektenzellen

Die Rolle von VP1 fir die Rezeptorbindung und Strukturbildung sollte aus dem Vergleich

homogener VP2- und heterogener VP1/VP2-Proteinkapside naher charakterisiert werden.

In der Literatur sind verschiedene Ansatze zur Herstellung von Mischkapsiden beschrieben. So
konnte Kapsidassemblierung in CHO-Zellen 3-11-5 (Ovarzellen des Chinesischen Hamsters),
die stabil die B19-Strukturproteine VP1 und VP2 (von pYT103-Sequenz) exprimieren, nachge-
wiesen werden. Das Expressionsverhaltnis von VP2 und VP1 betrug 6:1, d.h. der VP1-Anteil
war zwei- bis dreifach héher als in Proteinkapsiden von in Knochenmarkszellen replizierten
B19-Virionen (10 -20:1). Die %3-markierten Kapside bandierten im CsCl-Gradienten bei
1,31 g/cm? (Kajigaya et al., 1989). Durch Coinfektion von Sf9-Insektenzellen mit rekombinanten
VP1- und VP2-Baculoviren gewonnene Mischkapsidpraparationen dienten der Produktion
neutralisierender Antikérper in Kaninchen (Kajigaya et al.,, 1991). Bansal et al. beschreibt die
Herstellung von Proteinkapsidpraparationen mit 4, 25, 35 und 41% VP1-Gehalt durch Coinfek-
tion von Sf9-Zellen mit zwei verschiedenen Baculoviren, die VP1 oder VP2 exprimieren. Die
Variation der Proteinexpression wird durch das MOI Verhaltnis erreicht, z.B. wurde fir das
Erreichen eines 4 % VP1-Anteils in den Kapsidpraparationen eine MOI von 0,3 (VP1-Baculo) zu

3 (VP2-Baculo) eingesetzt, fur 41 % 20:2 (Bansal et al., 1993). Unter diesen Bedingungen, vor
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allem bei einer MOI von nur 0,3, ist nicht sicher gestellt, dal} alle Zellen von beiden rekombi-
nanten Baculoviren und im angegebenen Verhaltnis infiziert werden. Daher ist ein signifikanter
Anteil reiner VP2-Partikel in den Kapsidpraparationen zu erwarten. Doppelinfektionen mit VP1-
und VP2-rekombinanten Baculoviren sind schwer zu kontrollieren, daher wurde auch die Kon-
struktion eines Dual-Expressionsbaculovirus beschrieben, in dem VP1 hinter den p70 und VP2
hinter den polh Promoter geschaltet wurden. Die resultierenden intakten Mischkapside hatten
einen Durchmesser von 22 nm und die densitometrische Auswertung ergab ein VP2/VP1-
Verhaltnis von 11:1 (Brown et al., 1991).

Die Vorteile des Baculosystems im Vergleich zu Saugerzellsystemen sind die einfache Zellkulti-
vierung, die einfache Reproduzierbarkeit bei vorhandenem Virusstock und die hohe Protein-
expression. Daher sollten zur Etablierung der Herstellung von Mischkapsiden fir die eigenen
Arbeiten rekombinante bicistronische Baculoviren fir das Insektenzell-Expressionssystem
generiert werden. Die Verwendung von bicistronischen Vektoren stellt sicher, dald in jedem Fall
beide Strukturproteine in der Zelle exprimiert werden. Uber Einfilhrung von Mutationen im
Promoterbereich sollte das Expressionsverhaltnis der Strukturproteine und in der Folge das
VP2/VVP1-Verhaltnis in den Kapsiden reproduzierbar variiert werden. Ziel war zum einen, einen
Maximalgehalt von VP1 in die Kapsidstruktur zu integrieren, um Untersuchungen zur Struktur
des VP1-Proteins, insbesondere zur unique region, zu erleichtern und zum anderen das

VP2/\VP1-Verhaltnis dem von nativen Virionen (19:1) vollstandig anzugleichen.

4.2.2.1 Herstellung rekombinanter Baculoviren zur bicistronischen Expression

von VP1 und VP2 in Insektenzellen

Fir die Herstellung der Mischkapside wurde das fur die Produktion rekombinanter VP2-Kapside
etablierte Sf9/Baculo-Expressionssystem ausgewahlt. Die VP1 und VP2-codierenden
Sequenzen sollten auf einem Vektor in die Zellen eingefiihrt werden, um die parallele Trans-
formation sicherzustellen. Das rekombinante Baculovirus Bac-duVP12 wurde mit Hilfe des
kommerziell erhaltlichen Bac-to-Bac”Baculovirus Expressionssystem hergestellt. In

23'ist der Baculovirus-HerstellungsprozeR schematisch dargestellt.

Das System beruht prinzipiell auf der ortsgerichteten Transposition einer Expressionskassette
von einem Donorplasmid in einen in E.coli DH10Bac™ propagierten Baculovirus-Shuttlevektor
(Bacmid bMON14272). Das Bacmid enthalt neben dem Baculovirus AcCMNPV-Genom ein low
copy number mini F Replikon fur die Vermehrung in E.coli, eine Kanamycinresistenz zur Selek-
tion und das Gen fir das lacZa-Peptid. Das Bacmid kann daher chromosomale LacZ-Dele-
tionen komplementieren und ermdoglicht die Blau/WeiRR-Selektion bacmidhaltiger E.coli-Klone in
Anwesenheit von IPTG und X-Gal.
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pFastBac Dual

Ernte des rekombinanten
Baculovirus Bac-duVP12

Klonierung
Transfektion von
Sf9-Insektenzellen

VP12-
Bacmid-DNA

Tn7L

AlpR\\]

pfbdual-VP12
rekombinantes
Donorplasmid

4

DNA-
Tn7R Isolation

weille
Kolonien

blaue
Kolonien

Transformation

Antibiotikaselektion
Blau/Weil3-Screening
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VP12-Bacmid
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//
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Kompetente DH10Bac E.coli Zelle /

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Herstellung des rekombinanten Baculovirus Bac-
duVP12.

Im 5-Bereich des lacZa-Peptid-Gens ist in frame eine attachment-site flir das bakterielle

Transposon Tn7 (mini-affTn7) inseriert. Rekombinante Bacmide entstehen durch Transposition
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eines mini-Tn7-Elements (Expressionskassette mit gewlinschter Gensequenz zur rekombi-
nanten Proteinexpression) von einem Donorplasmid pFAST Bac in die attachment-site auf dem
Bacmid. Die fiir die Transposition notwendigen enzymatischen Funktionen werden in trans Uber
das Helferplasmid pMON7124 zur Verflgung gestellt. Die Transposition der Expressions-
kassette vom Donorplasmid in die attachment-site auf dem Bacmid fuhrt zur Unterbrechung des
lacZa-Leserahmens. Weille E.coli-Kolonien mit erfolgreich transpositionierten Bacmid-Klonen
kénnen von blauen, das Ausgangsbacmid enthaltenden E.coli-Kolonien im Blau/Weil3-
Screening unterschieden werden. Die etwa 130 kb groRe rekombinante Bacmid-DNA wird aus
den Bakterien isoliert und zur Transfektion der Sf9-Insektenzellen eingesetzt. Die transfizierten
Insektenzellen produzieren sowohl das heterologe Protein als auch rekombinante Baculoviren,
die geerntet und fir Neuinfektionen eingesetzt werden konnen. Der Vorteil des Bac-to-Bac-
Systems gegeniber herkdmmlicher Baculovirus-Herstellungsmethoden liegt in der schnellen

und effizienten Selektion rekombinanter Baculoviren.

In dieses Arbeit wurde das Expressionsplasmid pFastBac Dual (pfbdual), das die Klonierung
von zwei Fremdgenen erlaubt, als Donorplasmid ausgewahlt. Dieser Vektor enthalt zwei multi
cloning sites zur EinfUhrung spezifischer Gensequenzen. In die MCS | inserierte Sequenzen
unterliegen der Kontrolle des Polyhedrinpromoters polh, die innerhalb der MCS Il werden vom
p10 Promoter ausgehend exprimiert. Beide Promotoren sind Baculovirus-spezifisch fur die
Expression in Insektenzellen und werden in der spaten bis sehr spaten Phase der Baculovirus-
replikation aktiviert (O'Reilly et al., 1992). Nach Angaben des Herstellers sollten die Promoter-
aktivitaten innerhalb der Expressionskassette von pfbdual annéhernd gleich stark sein (person-
liche Mitteilung). Das Donorplasmid codiert zuséatzlich fir Ampicillin- und Gentamicinresistenzen
als Selektionsmarker. Entscheidend fiir die Funktion als Donorplasmid innerhalb des Bac-to-
Bac Systems ist, daB sich die Expressionskassette innerhalb des mini-Tn7-Elementes befindet
und somit bei der Transposition auf das Bacmid Ubertragen wird. Das Gentamicinresistenz-Gen
und ein SV40-Polyadenylierungssignal sind ebenfalls innerhalb des Transpositionsbereiches

lokalisiert.

Klonierung des Donorplasmides pfbdual-VP12: Zur Herstellung der Baculoviren mulite die
Expressionskassette mit den gewiinschten codierenden Sequenzen der B19 Strukturproteine
beladen werden. Die Gensequenzen von VP1 und VP2 wurden, wie in [Abbildung 24]schema-
tisch dargestellt, in den Ausgangsvektor inseriert.

Die codierende Nukleinsduresequenz des VP2-Strukturproteins wurde mittels PCR aus dem
Vektor pcVP1 amplifiziert. Durch die verwendeten Primer du-VP2_1 und du-VP2_2 wurde am
5'-Ende des VP2-Gens eine Xbal-Stelle und am 3’-Ende eine Erkennungsstelle fur Hindlll inse-
riert. Das durch Xbal/Hindlll-Spaltung des Vektors pfbdual gewonnene Vektorfragment wurde

dephosphoryliert, im Agarosegel gereinigt, mit dem ebenfalls gelgereinigten, Xbal/Hindlll-
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geschnittenen PCR-Produkt (Insertfragment) ligiert und chemisch-kompetente E.coli DH5a
transformiert.

Hindlll  Tn7L
Xbal
polh 2>
102 Mcs| Flor Xbal Hindll
Xhol /' MCS Il

| |

VP2-PCR-Fragment

pFastBac Dual

5238 bp 1683 bp
Xbal / Hindlll
Tn7R Hindlll Tn7L

pfbduaI-VP2
Xbal 6886 bp orj
polhX MCS Ii
Xhol Nhel p10>X GmR
| \ th,)\ll Tn7R

VP1-PCR-Fragment

‘ [
2372 bp
Xhol / Nhel

Hindlll Tn7L

fo

polhA pfbdual-VP12

p10Y 9227 bp
Xhol G
VP1

Nhel

Abbildung 24: Klonierungsschema des Donorplasmides pfbdual-VP12 zur Herstellung dual-
exprimierender Baculoviren.

Positive Klone wurden durch Kolonie-PCR identifiziert. Im anschlieRend in praparativem Mal}-
stab gewonnenen Vektor pfbdual-VP2 befindet sich die VP2-Sequenz unter Kontrolle des Poly-
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hedrinpromoters polh. Die Identitdt des Plasmids wurde mittels Testrestriktion und Sequen-
zierung sichergestellt. Die BamHI-Testspaltung von pfbdual-VP2 ergab erwartungsgemal zwei
DNA-Fragmente (6037 und 849 bp), da mit der VP2-Sequenz eine zweite BamHI-Erkennungs-
stelle eingeflihrt wurde. Der Ausgangsvektor pfbdual wurde durch BamHI-Testspaltung lineari-
siert (5238 bp).

Pfbdual-VP2 diente als Ausgangsplasmid fir die Insertion der VP1-Sequenz in die MCS Il hinter
den p10-Promoter. Das VP1 Gen wurde aus dem Vektor pcVP1 amplifiziert. Mit Hilfe der Primer
du-VP1_1 und du-VP1_2 wurden Erkennungssequenzen fir die Restriktionsenzyme Xhol bzw.
Nhel an das 5'- bzw. 3’-Ende der Sequenz eingefiihrt. Nach Restriktion des Vektors pfbdual-
VP2 und des VP1-PCR-Produktes mit diesen Enzymen wurden das Vektor- und das Insert-
fragment ligiert und E.coli DH5a mit dem Ligationsansatz transformiert. Nach Gewinnung des
Vektors pfbdual-VP12 in mini-praparativen Mafstab wurde dessen Identitat durch Testspaltung
mit BamH| bestatigt. Die BamHI-Restriktion fuhrte zu DNA-Fragmenten von 6623, 849 und
1755 bp.

Gewinnung der rekombinanten Baculoviren: Chemisch kompetente E.coli DH10Bac™
wurden mit dem neu konstruierten Donorplasmid pfbdual-VP12 transformiert und positive Klone
durch wiederholtes Ausstreichen auf Selektionsmedium im Blau/Weil3-Screening identifiziert.
Aus positiven rekombinanten E.coli-Klonen wurde die VP12-Bacmid-DNA isoliert und zur
Transfektion von Sf9-Insektenzellen eingesetzt. Drei Tage nach Transfektion wurde die Sf9-
Zellen durch Zentrifugation vom Medienuberstand abgetrennt. Die Expression der rekombi-
nanten B19-Strukturproteine VP1 (83 kD) und VP2 (58 kD) konnte im WesternBlot mit a-VP2
nachgewiesen werden. Der Zentrifugationsiberstand mit den rekombinanten Baculoviren Bac-
duVP12 wurde bei 4°C gelagert und diente als Baculostock fur die weiteren Expressions-

experimente.

4.2.2.2 Mutation des Promoterbereichs der Expressionskassette von Bac-
duVP12

Um das Verhaltnis von VP1 und VP2 im rekombinanten Proteinkapsid gezielt zu verédndern und
damit die Kapsidstruktur den nattrlichen Verhaltnissen anzunahern, wurde das RNA-Transkrip-
tionslevel der VP1 und VP2-Gene variiert. Dazu wurden Mutationen, die die Promoteraktivitat
beeinflussen kdnnen, in regulatorisch wirksame Bereiche des polh und p70 Promoters der
Expressionskassette von pfbdual-VP12 eingefiihrt und mit Hilfe der mutierten Donorplasmide
wie in den vorangegangenen Versuchen Baculoviren hergestellt. Art und Position der Muta-
tionen insbesondere beziiglich des Transkriptionsstarts sind in Abbildung 25]|schematisch dar-
gestellt.
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Das Expressionslevel von VP2 sollte durch die Mutation 1 im polh Promoterbereich, den Aus-
tausch eines Nukleinsduredekamers 7 bis 17 Basenpaare upstream des mRNA Transkrip-
tionsstarts TAAGTATT erhoht werden. Das Nukleinsduredekamer wurde nach einer Veréffent-
lichung ausgewahlt, in der mit dieser Mutation eine 1,5-fache Erhéhung des Transkriptions-
levels des Markergens Chloramphenicol-Acetyltransferase erreicht wurde. Zum Nachweis der
Promoteraktivitat diente in diesen Versuchen die enzymatische Aktivitat (Ooi et al., 1989). Mit
dem Austausch der Sequenz ATAACCATCT durch CCAAGCTTGG wurde zudem eine zusatz-
liche Hindlll-Erkennungssequenz eingefihrt, die die Uberpriifung der Mutation mittels Test-

spaltung ermoglicht.

Der Transkriptionsstart innerhalb der Sequenz TAAATAAGTATT ist bei verschiedenen Baculo-
virus-polh Genen hoch konserviert und sehr ahnlich zur Sequenz am Transkriptionsstart der
p10 RNA (AAATAAGAAT). Das A der ATAAG Sequenz am polh RNA Initiationspunkt kénnte
die Promoteraktivitat beeinflussen. Alle stark exprimierten RNAs werden von einer ATAAG

Sequenz initiiert. Geringere Transkriptionslevel werden bei TTAAG und GTAAG Stellen initiiert.

Ooi et al. beschreibt eine Verringerung des Transkriptionslevels um das 3-fache, wenn ATAAG
gegen GTAAG innerhalb der polh Promotersequenz ausgetauscht wurde (Ooi et al., 1989) . Der
p10 Promoter ist sehr viel weniger ausflhrlich charakterisiert als polh, aber scheint bei
Betrachtung der Position und Natur der Promoterdeterminanten in ahnlicher Weise reguliert zu
werden (O'Reilly et al., 1992). Angesichts dieser Zusammenhange wurde zur Erniedrigung des
VP1-Levels das ATAAG innerhalb der p70 Promotersequenz von pfbdual-VP12 gegen ein
GTAAG ausgetauscht. Um die Wiederholung der essentiell notwendigen Determinante TAAG
zu verhindern wurden 3 Basenpaare ausgetauscht, d.h. TAAATAAG zu TTGGTAAG.

Die Mutation 1 im polh Promoter sollte zur Erhéhung der VP2-Expression und Mutation 2 in p10
Promoterbereich zu einer Verringerung der VP1-Expression fiihren. Zu Vergleichszwecken
wurden sowohl Einzelmutanten als auch eine Doppelmutante hergestellt. Sdmtliche Mutationen
wurden nach dem Prinzip der PCR-Mutagenese mit tberlappenden Enden (Ho et al., 1989)

eingefuhrt.

Das Prinzip der PCR Mutagenese ist im Methodenteil schematisch dargestellt. Als Template-
DNA fur die Herstellung der einfach mutierten Plasmide diente der Vektor pfbdual-VP12. Zur
Einflhrung der Mutationsstelle 1 im polh Promoter wurden in der ersten Amplifikationsrunde ein
PCR-Produkt mit den Primern mut_A und mut1_D und ein weiteres mit den Primern mut1_C
und mut_B gewonnen. Die PCR-Fragmente von 626 bzw. 811 bp wurden im Agarosegel aufge-
reinigt und in dquimolarem Malf3stab als Template-DNA in einer zweiten PCR mit den Primern

mut_A und mut_B amplifiziert.
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= mut_A Xbal
--------- CTGTAGTGCTGTCAGTAACCTGTACCCCCCCTCCAGITTTGICT————AACTGAAGTCATTICTAGATTCGAAAGC

--------- GACATCACGACAGT CATTGGACAT GGGGGGGAGGTCAAMACAGA—22 82 TTGACT TCAGTAAGATGTAAGCTTTCG
VP2-Translationsstart

AGATGGTTAT
TCTACCAATA

VP2-Transkriptionsstart ~e—— Mutationstelle 1 » mut1 C
TTACGAAAACAGTAAAATACT TATTTATTTGCGCCAATGCT TGECATTTTAATTATCTCCATGATCTATTAATATTCCG

12788 A TGCTTTTGTCATTTTATGAATAAAT AAACGCGGT TAGAACCGT AAAAT TAATAGAGGTACT AGAT AATTATAAGGT
-
mut1_D Hindlll
AAA
TTT

Mutationstelle 2

= mut2_E
GAGTATACGGACCTTTAATTCAACCCAACACAATATATTATAGT TTGGTAAGAATTATTATCAAATCATTTGTATATTAAT: 5725

CTCATATGCCTGGAAATTAAGT TGEGT TGTGT TATATAATATCAAACCATTCTTAATAATAGT TTAGTAAACATATAATTA——

-
mut2_G = VP1-Transkriptionsstart
Xhol VP1-Translationstart
ACCOGGGAT G CGAGAAAT GAGT AAGAAA ———— AGTAGT AAAAGACTACTTTACT TTAAAAGGTGCAG -----------=-=-=-
TGGGOOCTAGAGCTCTTTACTCATTCTTT 2222 TCATCATTTTCTGATGAAATGAAATTTTCCACGT G-~ === === === =-
mut_B =

uoissnysig pun assiugqablig
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Fir die Einfihrung der 2.Mutationsstelle wurden in der ersten Amplifikationsrunde die Primer
mut_A und mut2_G bzw. mut2_E und mut_B eingesetzt und die PCR-Produkte von 726 bzw.
720 bp GréRe ebenfalls in dquimolarem Verhaltnis als Template mit den Primern mut_A und

mut_B in einer zweiten Amplifikationsrunde eingesetzt.

Die jeweils in der zweiten Amplifikationsrunde gewonnenen PCR-Fragmente ABmut1 und
ABmut2 mit einer Grofie von 1421 bp wurden wiederum gelgereinigt und der mutierte Promo-
terbereich (367 bp) wurde mit Hilfe der Restriktionsschnittstellen Xbal und Xhol gegen die
Originalsequenz im Ausgangsvektor pfbdual-VP12 ausgetauscht. Die Ligation des Insertfrag-
mentes in einem molaren Verhaltnis von 7:1 mit dem nicht-dephosphorylierten Vektorfragment
erfolgte bei 16°C Uber Nacht. Nach Transformation des Ligationsansatzes in E.coli DH5a
konnte die erfolgreiche Einflihrung der Mutationstelle 1 und damit die Identitat des Vektors
pfbdual-VP12mut1 durch Testspaltung mit Hindlll und Sequenzierung nachgewiesen werden.

Der Vektor pfbdual-VP12mut2 wurde durch Sequenzierung gepriift.

Fir die Herstellung der Doppelmutante wurde das ABmut2-Fragment (siehe Einzelmutanten)
als PCR-Template mit den Primern mut_A und mut1_D bzw. mit den Primern mut1_C und
mut_B verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte dienten im Gemisch wiederum als Template
fur die zweite Amplifikationsrunde mit den Primern mut_A und mut_B. Die mutierte Region des
PCR-Fragmentes ABmut12 wurden Uber Xbal und Xhol gegen die Region im Ausgangsvektor
pfbdual-VP12 ausgetauscht. Die Sequenzgenauigkeit im Mutationsbereich von pfbdual-

VP12mut12 konnte durch Sequenzierung des Promoterbereiches sichergestellt werden.

Samtliche PCR-Produkte mufiten Uber ein geeignetes Agarosegel aufgereinigt werden, da trotz
des breiten Screenings der PCR-Bedingungen, d.h. trotz der Variation der Mgz+-Konzentration,
der Annealing-Temperatur, der Elongationszeit oder Template-Konzentration, in keinem Ansatz
ein singuldres PCR-Produkt amplifiziert wurde. Auch die Veranderung der Position und Lange
der aufleren Primer mut_A und mut_B fiihrte zu keiner Verbesserung dieses Bildes. Das laf3t
vermuten, dal® die Mutageneseprimer mut1_C, mut1_D, mut2_E und mut2_G nicht spezifisch
genug waren, um nur ein PCR-Produkt zu gewinnen. Grundsatzlich werden an die Primer fir
die PCR-Mutagenese spezielle Anforderungen gestellt, die im Methodenteil naher aufgefihrt
sind. Bedingt durch die vorliegende Sequenzabfolge im zu mutierenden Promoterbereich,
waren die eingesetzten Primer offensichtlich nicht optimal, fihrten aber unter anderem zu dem
gewunschten DNA-Fragment. Die mutierten Promoterbereiche wurden durch Sequenzierung

Uberpruft.

Die Vektoren pfbdual-VP12mut1, pfbdual-VP12mut2 und pfbdual-VP12mut12 wurden als
Donorplasmide zur Herstellung rekombinanter Baculoviren im Bac-to-Bac System eingesetzt.
Die durch die mutierten Baculoviren vermittelte Expression der Strukturproteine VP1 und VP2 in

den transfizierten Insektenzellen wurde im WesternBlot nachgewiesen.
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4.2.2.3 Expression, Reinigung und Charakterisierung der VP1/VP2-Kapside

Die Expression der rekombinanten Proteine VP1 und VP2 in mit Bac-duVP12, Bac-
duVP12mut1, Bac-duVP12mut2 bzw. Bac-duVP12mut12 infizierten Sf9-Insektenzellen wurde
durch WesternBlot-Analyse kontrolliert. Dabei sollte auch untersucht werden, welche Auswir-
kungen die in den Promoterbereich inserierten Mutationen auf das Expressionslevel von VP1
und VP2 und damit auf das Verhaltnis der Strukturproteine zueinander haben und ob sich das
Verhaltnis der rekombinanten Proteine zueinander im Zeitverlauf von 18 bis 60 h nach Virus-
inokulation verandert. Dazu wurden 1,5 x 10° Zellen mit Baculovirus infiziert, die Zellen zum
jeweiligen Erntezeitpunkt (Dreifachbestimmung) pelletiert und gewaschen, in 100 pl [1x] SDS-
Probenpuffer aufgenommen und aufgekocht. Wie am Beispiel von 48 h p.i. in
gezeigt, wurde ein Aliquot des Zellysats in der SDS-PAGE aufgetrennt und die rekombinanten
Proteine im WesternBlot mit dem Antikorper a-VP2 (251) detektiert.

kD 1 2 3 4 5
150 — Abbildung 26: WesternBlot-Ana-
100 — lyse von Sf9-Zellysaten 48 h p.i..
75 U | O | — <+«— VP1
Spur (1) Bac-duVP12, (2) Bac-
S bl |t | VP2 uvP12-mut!, (3) Bac-duVP12-
mut2, (4) Bac-duVP12-mut12 und
37— (5) nicht-infiziert. Auftrennung der
Zellysate im 10 % SDS-PAA,
o5 | | Detektion im WesternBlot mit a-
- _ VP2 Antiserum 251.

Die scheinbar geringere Proteinausbeute in Bac-duVP12mut12 infizierten Zellen ist auf eine
geringere lysierte Zellzahl oder eine etwas geringere MOI im diesem Experiment zurlickzu-
fuhren. Die Expression der heterologen Proteine konnte zu jedem der gewahlten Erntezeit-
punkte nachgewiesen werden. Das Verhaltnis von VP1 zu VP2 wurde durch densitometrische
Auswertung der WesternBlots bestimmt (fAbbildung 27). Dabei konnte gezeigt werden, daR bei
Infektion der Sf9-Zellen mit Bac-duVP12 VP2 und VP1 zu allen Erntezeitpunkten im Verhaltnis
1:1,22 exprimiert werden. Dieses Verhaltnis unterscheidet sich signifikant von dem Expres-
sionsverhaltnis 1:0,4 bei Brown et al., obwohl die gleichen Promotoren verwendet wurden
(Brown et al., 1991). Das Transkriptionslevel der Promotoren scheint von der molekularbiolo-
gischen Struktur der Expressionskassette abhangig zu sein. Die Einfihrung der Mutation 1
hatte keinerlei Effekt auf das VP2/VP1-Expressionsverhéltnis, die VP2-Expression konnte
relativ zu VP1 nicht gesteigert werden. Dies war Uberraschend, da die expressionsfordernde

Wirkung der Mutation im polh Promoterbereich fir Chloramphenicol-Acetyltransferase gezeigt

85



Produktion und Charakterisierung rekombinanter B19-Proteinkapside

werden konnte (Ooi et al., 1989). Die Wirksamkeit der Mutation 1 ist offensichtlich auch durch
die nachgeschaltete codierenden Nukleinsauresequenz reguliert. Die Wirksamkeit der Mutation
2 auf den p70 Promoter wurde bisher nicht nachgewiesen, aber aufgrund der Ahnlichkeit der
Struktur von polh und p70 postuliert (O'Reilly et al., 1992). In dieser Arbeit konnte die signifi-
kante Anderung des Expressionsverhéltnisses VP2/VP1 auf durchschnittlich 1:0,67 unter
Einflu® der Mutation 2 nachgewiesen werden. Der Expressionsanteil von VP1 konnte fast um
die Halfte verringert werden. Im Fall der Doppelmutante verbesserte sich das VP2/VP1-Expres-
sionsverhaltnis nochmals geringfligig zu Gunsten von VP2. Die Ursache dieses synergistischen
Effekts ist unklar.

100

80 -
60 -
40

20 -

100

80 1

% von rekombinantem Gesamtprotein

o L
18 24 30 36 42 48 54 60 18 24 30 36 42 48 54 60
Erntezeitpunkt (h p.i.) Erntezeitpunkt (h p.i.)

Abbildung 27: Prozentualer Anteil von VP1 und VP2 an rekombinantem Gesamiprotein in Sf9-
Zellysaten zu verschiedenen Erntezeitpunkten nach Infektion mit Bac-duVP12 (A), Bac-
duVP12-mut1 (B), Bac-duVP12-mut2 (C) und Bac-duVP12-mut12 (Dreifachbestimmung).
Densitometrische Auswertung von WesternBlot-Membranen nach Detektion mit a-VP2-Anti-
serum 251; Schlitzblende: 2 x 0,2 mm. (m) VP1- und (m) VP2-Protein.

Interessant ist der zeitliche Verlauf der Proteinexpression. Wahrend das VP2/VP1-Verhaltnis in
Bac-duVP12 infizierten Insektenzellen weitgehend stabil bleibt, sind im Infektionsverlauf bei
Bac-duVP12-mut2 und Bac-duVP12-mut12 zeitabhéngige Unterschiede zu sehen. Am Beispiel

der Doppelmutante ist zu erkennen, dall zwischen 24 und 54 h p.i. ein stabiles VP2/VP1-
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Expressionsverhaltnis von durchschnittlich 1:0,43 nachweisbar ist. Bei 60 h p.i. verschlechtert
sich das Verhaltnis relativ zu VP2 auf 1:0,82. Die deutliche Dominanz von VP2 18 h p.i. liegt
wohl weitgehend in der allgemeinen Regulation des Baculovirus-Replikationszyklus begrindet.
Polh ist ein Promoter der spaten Phase und p70 der sehr spaten Phase der Infektion. Zwischen
der Aktivierung von polh und p10 liegt eine geringe Zeitverzégerung (O'Reilly et al., 1992),
deren Auswirkung 18 h p.i. nur im Expressionsverhaltnis der Doppelmutante angesichts der
mutationsabhangig verringerten VP1-Expression sichtbar wird. Diese frihen Bereiche der
Infektion sind allerdings fiir diese Arbeit aufgrund minimaler Proteinausbeuten und nicht nach-
weisbarer Partikelbildung (siehe unten) nicht von Interesse. Entscheidend kénnte jedoch die
Wahl des Erntezeitpunktes zwischen 48 und 60 h p.i. flr die Herstellung von Partikeln unter-
schiedlicher VP1-Beladung sein. Hier unterscheidet sich das Expressionsverhaltnis VP2/VP1

signifikant und das Proteinexpressionslevel ist flr praparatives Arbeiten ausreichend.

Nach Sicherstellung der Proteinexpression wurden die aus der Infektion von Insektenzellen mit
Bac-duVP12, Bac-duVP12-mut1, Bac-duVP12-mut2 bzw. Bac-duVP12-mut12 resultierenden
Kapsidfraktionen mixVP12, mixVP12-mut1, mixVP12-mut2 bzw. mixVP12-mut12 prapariert und
charakterisiert (Abbildung 28). Das Hauptaugenmerk lag dabei auf dem Vergleich von mixVP12
und mixVP12-mut12-Partikeln. Das Reinigungsprotokoll fir Mischkapside orientierte sich weit-
gehend an dem fir die VP2-Kapside etablierten. Die Ausbeuten an Kapsiden waren allerdings
wesentlich geringer. Im ersten Gradienten wurden 3 Banden beobachtet. Die Wahl der Bande
erfolgte nach Vergleich mit dem Sedimentationsverhalten von VP2-Kapsiden. Da im zweiten
Gradienten keine opake Bande zu erkennen war, wurde die Fraktionen durch Austropfen vom
Boden des Zentrifugenréhrchens gesammelt und VP2/VP1-positive Fraktionen in der SDS-
Page und im WesternBlot identifiziert. Aus der Coreinigung von VP2 und VP1 kann
geschlossen werden, dal VP1 in die Partikel integriert wurde. VP1 allein ist nicht in der Lage
Kapside zu bilden (Kajigaya et al., 1991).

Abbildung 28: Vergleich von CsCl-gereinigten

Kapsidfraktionen im WesternBlot.

Spur (1) VP2-, (2) mixVP12-, (3) mixVP12-

— e |+ VP1 mut1-, (4) mixVP12-mut2- und (5) mixVP12-
e e e e ww | «— VP2 mut12-Kapside. Préparation aus Zellmaterial
60 h p.i.; Auftrennung im 10 % SDS-PAA-Gel;

immunchemischer Nachweis mit a-B19.

Die densitometrische Charakterisierung der Kapsidfraktion mixVP12 60 h p.i. ergab ein
VP2/VP1-Verhaltnis von 1:0,79. Dies steht im Kontrast zu den Expressionszeitverlaufen, bei
denen ein Uberschul von VP1 in der Zelle beobachtet wurde. Es verdeutlicht aber auch, daR

die Stoéchiometrie von VP1 und VP2 in nativen Virionen nicht durch den Assemblierungsprozef’
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determiniert ist. Offensichtlich kdnnen in die Kapsidstruktur maximal 45 % VP1 integriert
werden. Der Vergleich der VP1/VP2-Verhéltnisses in den Kapsidfraktionen mixVP12 und
mixVP2-mut1 zeigt erwartungsgemafl keine Unterschiede. Der VP1 Anteil in VP12-mut12-
. Alle
Mischkapsidfraktionen wurden durch den kapsidspezifischen Antikérper 860-55D im ELISA

Kapsiden aus 60 h p.i.-Zellmaterial liegt etwas niedriger bei ungefahr 40 % (

erkannt.

Tabelle 17: Anteil der Strukturproteine am Gesamtkapsidprotein. Densitometrische Auswertung

von Abbildung 28] Schlitzblende von 2 x 0,2 mm.

Kapsid- VP2- mixVP12- mixVP12- mixVP12- mixVP12-
fraktion mut1- mut2- mut12-
VP1 - 44,2 % 44 % 42,9 % 38,8 %
VP2 100 % 55,8 % 56 % 571 % 61,2 %

Die Dichte von mixVP12-Kapsiden aus Sf9-Zellen, die 60 h p.i. geerntet wurden, wurde im
CsCl-Gradienten bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dal3 die Hauptkapsidfraktion bei einer
durchschnittlichen Dichte von 1,263 g/cm?® bandierte (Abbildung 29]. Die Dichteabweichungen
zwischen experimenteller Bestimmung im Dichtegradienten und theoretischen Wert wurden
schon in Zusammenhang mit den homogenen VP2-Kapsiden diskutiert. Die gemischten
Kapside sind etwas weniger dicht als die VP2-Kapside, die eine durchschnittliche Dichte von
1,286 g/cm?® aufwiesen. Diese Beobachtung geht konform mit der theoretischen Dichtebe-
stimmung fir den einzelnen Proteinbaustein, abhangig von Aminosauresequenz (.
Aus der theoretischen Dichtebestimmung ergibt sich eine leichte Verringerung der zu erwarten-
den Mischkapsiddichte im Vergleich zu VP2-Kapsiden. Diese theoretische Berechnung basie-
rend auf der Aminosduresequenz erklart jedoch nur einen Dichteunterschied von 0,1 % bei
einem VP1/VP2-Verhaltnis von 1:1.

g/cm?®
S O A O O P » Abbildung 29: Bestimmung der
\(«{’b v \(Jﬁ) (ﬁq\(«f’b \(f’b \(«f’b \(39 ’ ’
Ne mixVP12-Kapsiddichte im  CsClI-
— <+ VP1 . .
Dichtegradienten.
e — <« VP2
A
Aufgetragen sind die durch Aus-
_——_— <« VP1
) tropfen gewonnenen Fraktionen 13-
—_— .— — — — <« VP2
B 20. Bild (A) Coomassie-gefédrbtes
' 12,5%iges  PAA-Gel und (B)
Pescl WesternBlot (a-B19).
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Das heilt, daB wahrscheinlich VP1-induzierte Anderungen der Kapsidgesamtstruktur den ent-
scheidenden Einflul auf die Schwimmdichte der Mischkapside im CsCl-Dichtegradienten
haben. Die VergréRerung der I6sungsmittelzuganglichen Proteinoberflaiche durch das Vorhan-
densein der VP1-unique region ermdéglicht die VergroRerung der Hydrathille um die Proteine
und hat damit Auswirkung auf die Schwimmdichte der Mischkapside im Vergleich zu homo-
genen VP2-Partikeln.

Tabelle 18: Theoretische Dichtebestimmung der Strukturproteine VP1 und VP2 (iber die spezi-
fischen Partialvolumina der Aminoséuren. nas Anzahl der Aminoséduren innerhalb der Protein-
sequenz, v, spezifisches Partialvolumen einer Aminoséure (cm?3g) (Cohn & Edsall, 1943), av.v,
durchschnittliches spezifisches Partialvolumen einer Aminoséure innerhalb der Gesamtproteins,

1/av.v, theoretische Dichte des Proteins in g/cm?3.

VP1 VP2
Aminosaure
Nas Nas X Vi Nas Nas X Vi
z 781 571,05 554 404,27
av.v, 0,731 0,730
1/ av.v, 1,368 1,370

Zur genaueren Differenzierung der erhaltenen Kapsidfraktionen wurde dem CsCl-Kissen ein
linearer Saccharosegradient angeschlossen. Zur Auftrennung wurden 200 — 500 ul der gegen
PBS dialysierten Kapsidprobe auf einen Saccharose-Stufengradienten (10 — 25 %) aufgetragen
und die Kapside im Gradienten sedimentiert. In diesem System hat, neben der Dichte, die
Morphologie der Partikel Einfluf® auf die Fraktionierung.

Die Proteinfraktionen wurden durch langsames Austropfen vom Boden des Zentrifugations-
réhrchens gewonnen und mittels SDS-Gelelektrophorese und WesternBlot charakterisiert
(Abbildung 30). Die Analyse von Kapsidproben mixVP12 (60 h p.i.), mixVP12-mut12 (24 h p.i.)
und mixVP12-mut12 (48 h p.i.) zeigte, dall 24 h nach Virusinokulation keine nachweisbaren
Kapsidmengen gebildet wurden. Das Sedimentationsverhalten von mixVP12 (60 h p.i.) und
mixVP12-mut12 (48 h p.i.)-Kapsiden im Saccharosegradienten war sehr ahnlich. Die Haupt-
fraktionen bandieren in Fraktion 6, mixVP12-mut12 (48 h p.i.) zeigt dabei eine etwas grdfiere
Variation. Der VP1-Gehalt von 45 % in der Hauptfraktion 6 von mixVP12 bestatigt vorher-
gehende Experimente. Die Variation des VP1-Gehaltes in den anderen Fraktionen ist gering
(mindestens 30% VP1-Gehalt). Die VP1-Menge in den Hauptfraktionen 5 und 6 der mixVP12-
mut12-Kapsidpraparation (48 h p.i.) betrdgt durchschnittlich 30 %. Das entspricht dem

VP2/VP1-Expressionsverhaltnisses (ungefahr 70% zu 30%) zu diesem Infektionszeitpunkt.
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Fraktion
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1
- <+ VP1 Abbildung 30: Fraktionierung von
- A VP2 Mischkapsidproben durch  Sedi-
mentation in einen  Saccha-
—_— <« VP1 rosegradienten.
e | evp2
B Bild (A) mixVP12 (60 h p.i) und
I (B) mixVP12-mut12 (48h p.i).
Psaccharose WesternBlot-Analyse (a-B19).

Die Fraktionen 6 aus den Saccharosegradienten wurden in der EM mit VP2-Kapsiden ver-
glichen. Dabei wurden weder zwischen den Mischkapsidpraparationen (Partikeldurchmesser
circa 26 nm) noch im Vergleich zu den VP2-Kapsiden morphologischen Unterschiede sichtbar.

VP1 hat keinen erkennbaren EinfluR auf GroRe und Form der Partikel.

Abbildung 31: Elektronenmikroskopischer Vergleich rekombinanter Kapside aus Bac-VP2, Bac-

VP12 und Bac-VP12-mut12 infizierten Insektenzellen (von links nach rechts). Negativkontrastierung

mit Uranylacetat. Balken: 100 nm.

Mit Hilfe der in dieser Arbeit konstruierten Baculoviren Bac-duVP12 und Bac-duVP12-mut12
konnten Mischkapside mit VP1-Anteilen von 45 bzw. 30 % hergestellt werden. Diese Verhaltnis
liegt deutlich Gber dem von Brown et al. beschriebenen Anteil von 8,3 % (Brown et al., 1991).
Die verwendeten Mutationen konnten das Expressionsverhaltnis der Strukturproteine VP1 und
VP2 nicht ausreichend verandern, um das Proteinverhaltnis den nativen Virionen anzugleichen.
Grundsatzlich ist ein solcher Mutageneseansatz im Dual-Expressionssystem aber fiir die Her-
stellung von Kapsiden unterschiedlichen VP1-Gehaltes geeignet. Der Vorteil des Systems

beruht auf der sichergestellten Cotransfektion der Insektenzellen und damit stabilen Expres-
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sionsverhaltnissen von VP1 zu VP2 in allen transfizierten Zellen. Die Variation des Expres-
sionsverhaltnisses ist damit durch den Vektor und nicht durch Infektionswahrscheinlichkeiten

determiniert.

Die erhaltenen heterogenen Kapside konnten im weiteren als Vergleich fir Bindungsstudien
und Rezeptorscreening-Experimente verwendet werden. Die VP1/VP2-Kapside kénnen zudem
fur Experimente zur Klarung der Rolle und Struktur der VP1-unique region herangezogen
werden. Insbesondere der 10-fach héhere VP1-Gehalt im Vergleich zu nativen Virionen erlaubt

eingehende strukturbiologische Untersuchungen.

4.2.3 Vortests zur in vitro-Assemblierung von VP2-Kapsiden

Im preiswerten und ausbeutereichen E.coli-Expressionssystem konnte bislang keine B19-
Kapsidassemblierung beobachtet werden, die Kapsidproteine aggregieren in den Bakterien-
zellen in unléslicher Form (Rayment et al., 1990). Um Kapside im praparativen Malstab bakte-
rieller Expressionssysteme zu gewinnen, wurden in dieser Arbeit Vorversuche zur in vitro-
Assemblierung von VP2-Kapsiden durchgefihrt. Das Proteinkapsid kann aus nur einer Spezies
von Strukturuntereinheiten, dem VP2-Protein gebildet werden und stellt somit ein einfaches
System zur Untersuchung von Kapsid-Assemblierungsmechanismen dar. Ein geeignetes in
vitro-Assemblierungsprotokoll wirde zudem die Mdglichkeit eroffnen, chimare VP1/VP2-Partikel

jedes gewilnschten Mischverhaltnisses in praparativen Maf3stab zu produzieren.

4.2.3.1 Konstruktion von Expressionsvektoren zur VP1- und VP2-Produktion in
E.coli

Voraussetzung fir Assemblierungsversuche ist die Herstellung geeigneter E.coli-Expressions-
vektoren zur Anreicherung und Reinigung rekombinanten Proteins aus Bakterien. Das pET-
Expressionssystem ermdglicht sehr hohe Proteinausbeuten, schon wenige Stunden nach
Induktion kann das gewinschte heterologe Protein mehr als 50 % des gesamten Zellproteins
umfassen. Die Zielgene befinden sich unter Kontrolle eines starken IPTG-induzierbaren
Bakteriophagen T7 Promoters und die Expression ist abhangig von der T7 RNA Polymerase,
die von der Wirtszelle bereitgestellt werden muR. Wie in [Abbildung 32]schematisch dargestellt,
wurden die codierenden Sequenzen der B19 Strukturproteine VP1 und VP2 Uber die Restrik-
tionsschnittstellen Nhel und Ndel in die multiple cloning site des Vektors pET11a eingefiihrt. Die
VP1 bzw. VP2-Sequenz wurde dazu mit den Primern TYB-VP2_1 und du-VP1_2 bzw. TYB-VP1
und du-VP1_2 aus dem Vektor pcVP1 amplifiziert. Die amplifizierten Sequenzen wurden
gereinigt und Asel/Nhel geschnitten. Die aus der Asel-Restriktion resultierenden Uberhdngen-
den Enden sind kompatibel zu Ndel-Schnittstellen. Der Vektorfragment wurde durch Restriktion

mit Nhel/Ndel aus dem Ausgangsvektor pET11a gewonnen und dephosphoryliert. Nach Liga-
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tion und Transformation in kompetente E.coli DH5a wurde die pET11a-VP1 bzw. pET11a-VP2-
DNA aus den Bakterien prapariert und die Identitdt der konstruierten Vektoren mittels Test-
spaltung mit EcoRl/Xbal (pET11a-VP2: 5278 und 2064 bp; pET11a-VP1: 5278 und 2745 bp)

und Sequenzierung bestatigt.

Nhel

VP1-PCR-Fragment
Asel 2370 bp Nhel

bzw.
Asel Nhel

VP2-PCR-Fragment
1689 bp

Nhel / Ndel Asel / Nhel

Nhel Nhel

pET11a-VP1
8023 bp

lacl _»

bzw. pET11a-VP2

7342 bp

y

Abbildung 32: Konstruktionsschema zu den Vektoren pET11a-VP1 und pET11a-VP2.

Nach Transformation der Plasmide in kompetente E.coli BL21 wurde die Expression der
rekombinanten Proteine im SDS-Gel nachgewiesen (Abbildung 33). Die detaillierte Unter-
suchung zur Lokalisation des rekombinanten Proteins in AufschlulRpraparaten zeigte, dal
sowohl das VP1 als auch das VP2 in der Zelle in unldslichen Aggregaten (sogenannten

Inclusion bodies) akkumulierte.

Mit dem pET11a-System konnte eine hohe VP1und VP2-Proteinausbeute erreicht werden (circa
0,6 g VP2-Protein aus 1| E.coli-Kultur). Das rekombinante Protein aggregierte aber vollstdndig

in unloéslicher Form.
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Abbildung 33: Kontrolle der

1 2 3 4 5 Proteinexpression in E.coli

kD BL21.
66— | e e | VP1 Spur (1) pET11a-VP1, nicht-
o o= S S <+ VP2 induziert, (2) pET11a-VP2,
gg’_ == nicht-induziert, (3) pET11a-
- VP1,  IPTG-induziert,  (4)
29 — - pET11a-VP2, IPTG-induziert
und (5) LMW. Coomassie-

geférbtes 10 % PAA.

Zur Gewinnung léslichen Ausgangsmaterials fiir die in vitro-Assemblierung von Kapsiden wurde
daher ein zweites Expressionssystem nach einem Intein-Fusionsprotokoll in Angriff genommen.
Die heterologe Expression als Fusionsprotein kann die Loslichkeit eines Proteins erhéhen. So
konnte ein l6sliches Fusionsprotein aus einem circa 37 kD B19-Strukturproteinfragment und
Protein A hergestellt werden (Morinet et al., 1989). Mit den IMPACT System wurden bei
eukaryotischen Proteinen zudem haufig niedrige Expressionsraten mit Ausbeuten zwischen
0,5— 1 mg/l E.coli-Kultur beobachtet. Es wird vermutet, dal aufgrund der kinetischen Kon-
kurrenz zwischen Faltung und Aggregation eine massive Uberexpression die Ausbildung unlés-
licher Aggregate beginstigt (Kiefhaber et al., 1991). Ausschlaggebend fir die Wahl des Intein-
systems war neben der Verfigbarkeit im eigenen Labor auch das einfache Reinigungsprinzip
bei 4°C, d.h. die Praparation erfolgt ohne Proteolyseschritte bei hdheren Temperaturen, die die
Stabilitat des Zielproteins beeinflussen konnten. Es wurde gezeigt, da® das System fir die

Reinigung von Polyomaviruskapsomeren geeignet ist (Schmidt, 2000).

Das IMPACT™ T7 Proteinreinigungssystem ermdglicht die Intein-vermittelte Reinigung rekom-
binanten Proteins mit einer chitinbindenden Doméne in nur einem Affinitdtschromato-
graphieschritt. Das Zielprotein wird in seiner nativen Sequenz ohne zusatzliche Aminosauren an
den Enden gewonnen. Die Methode beruht auf einem Protein-Spleilelement, dem Intein, aus
der Hefe Saccharomyces cerevisiae. Das Intein wurde so verandert, dal} es in Gegenwart von
DTT oder anderen Thiolen bei niedrigen Temperaturen eine Selbstspleildreaktion an seinem N-
Terminus durchfihrt. Zur Herstellung des Zielprotein-Intein-Fusionskonstruktes wird das Zielgen
in-frame in die MCS upstream der fur das Intein codierenden Sequenz in den Vektor pTYB1
inseriert. Am 3’-Ende der Inteinsequenz befindet sich zusatzlich die DNA fir eine 5 kD grol3e
Chitinbindedomane (CBD) aus Bacillus circulans. Dieser dritte Teil des Fusionsproteins ermog-
licht die Reinigung des Proteins Uber eine Chitinsdule. Die Expression des fusionierten Gen-

konstruktes ist unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren T7 Promoters und abhangig von der in
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trans Expression der T7 RNA Polymerase in einem geeigneten E.coli-Stamm. Zusétzlich tragt

der Vektor pTYB1 eine Ampicillinresistenz zur Selektion.

C%DAP\R

Intein

EcoRl Xhol
| |

MCS pTYB1

7477 bp Nonsense (HIV/gag) -PCR-Fragment

1669 bp
~ lacl

EcoRI/ Xhol

>

Sapl
Asel BseRI Sapl Sapl InteﬁBm
| | | Xhol
‘ ’ ‘ pTYB1-hiv
VP2 -PCR-Fragment 9134 bp
1691 bp
nonsense
Sapl lacl
Asel [ BseRl BseRl/ Sapl EaeR y
Ndel
Sapl
Asel BseRl Sapl

Fragment A Fragment B

Ndel / Sapl

1%
CBDApR
Intein

pTYB1-VP2 ori
VP2 9091 bp

Abbildung 34: Klonierungsschema zur Herstellung des Expressionsplasmids pTYB1-VP2.
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Die Klonierungsstrategie fir pTYB1-VP2 ist in Abbildung 34 Jschematisch dargestellt. Die am 5'-
Ende der MCS gelegene Ndel-Schnittstelle enthalt eine ATG Sequenz zur Initiation der Trans-
lation. Die Nutzung der Sapl-Schnittstelle erlaubt die Klonierung des Zielproteins unmittelbar an
das Intein. Die Nutzung der Restriktionsstelle Sapl fur die Insertion des VP2-Gens ist notwen-
dig, um nach Abspaltung der Inteinsequenz keine zusatzlichen Aminosauren am C-Terminus
der VP2-Originalsequenz zu erhalten. Da auch innerhalb der VP2-codierenden Sequenz eine
Sapl-Schnittstelle zu finden ist, mufdte die pTYB1-VP2 Vektorkonstruktion mittels einer Drei-

Fragment-Klonierung erfolgen.

Eine Voraussetzung fur eine solche Ligation ist ein vollstdndig geschnittenes Vektorfragment.
Daher wurde in die MCS des Originalvektors pTYB1 eine ,non-sense“ Sequenz eingeflhrt, die
es ermoglicht bei der Gewinnung des Vektorfragmentes durch Restriktion mit Ndel und Sapl
genau zwischen einfach-geschnittenen und korrekt geschnittenen Restriktionsprodukten zu
unterscheiden. Die ,non-sense“-Sequenz wurde durch EcoRI / Xhol-Restriktion aus einem
Vektor gewonnen, der die gesamte HIV-gag-Sequenz enthalt und Uber diese Schnittstellen in
den Vektor TYB1 eingeflhrt. Nach Transformation in chemisch kompetente E.coli SURE und
Testspaltung wurde der Vektor pTYB1-hiv in grélRerer Menge prapariert und diente als

Ausgangsplasmid fur die Herstellung von pTYB1-VP2.

Die VP2-Sequenz wurde Uber PCR mit den Primern TYB-VP2_1 und TYB-VP2_2 aus dem
Plasmid pUC18-VP1 amplifiziert. Entsprechend der Aminosauresequenz von VP2 wirde an
Position —1 direkt upstream des N-terminalen Cysteins des Inteins (Spaltstelle) ein Leucinrest
positioniert. Nach Angaben des Herstellers bewirkt ein Glycinrest in dieser Position eine
deutliche Steigerung der Effizienz der DTT-induzierten Spaltung. Da ein zusatzlicher C-
terminaler Glycinrest wahrscheinlich wenig Auswirkung auf die Faltungsmechanismen hat,
wurden parallel die Primer TYB-VP2_1 und TYB-VP2gly fur die Amplifikation verwendet. Mit
dem Primer TYB-VP2gly wurde am 3’-Ende des VP2-Gens ein Glycin-Codon eingefiihrt. Das
jeweilige, ungefahr 1700 bp grolle PCR-Produkt wurde aufgereinigt und die VP2-Restriktions-
fragmente A und B durch Spaltung mit Asel/BseRI bzw. durch Spaltung Sapl/BseRI gewonnen.
Das Restriktionsfragment B 18Rt sich im 2 %-igen Agarosegel sauber von einem maoglichen nur
Sapl-geschnittenen, aber 108 bp gréRerem Fragment abtrennen. Die Klonierungsstrategie unter
Nutzung der BseRI-Schnittstelle hat den Vorteil das die folgende 3-Fragment-Ligation nur
Vektorprodukte in richtiger Orientierung ergeben kann. Die gelgereinigten Fragmente A
(1353 bp) und B (313 bp) wurden mit dem Ndel/Sapl-geschnittenen und ebenfalls gelge-
reinigten Vektorfragment in einem molaren Verhaltnis von 5:2:1 Uber Nacht bei 16°C ligiert und
der Ligationsansatz in kompetente E.coli SURE transformiert. Die aus E.coli-Klonen gewonnene
Plasmid-DNA wurde durch Hindlll/Xbal-Testspaltung charakterisiert. Die Identitdt wurde durch
zwei spezifische Restriktionsfragmente von 6733 und 2161 bp GréRe (pTYB1-VP2) und

Sequenzierung bestatigt.
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Die Vektoren pTYB1-VP2 und pTYB1-VP2gly wurden in den Expressionsstamm ER2566 ein-
gefuhrt. Zur Expressionskontrolle wurden die Bakterienstdmme ER2566 pTYB1-VP2 und
ER2566 pTYB1-VP2gly 4 h Induktion mit IPTG induziert. Nach der Ernte wurden die Zellen 3 x
30 sec mit Ultraschall (80W) behandelt und das Lysat 30 min bei 20000 rpm zentrifugiert. Das
Zentrifugationspellet wurde in SDS-Probenpuffer aufgenommen und mit dem Iéslichen Uber-
stand auf einem SDS-Gel analysiert (Abbildung 35). Die Analyse zeigte, das sich das rekombi-
nante Proteinkonstrukt VP2/Intein/CBD mit einer Gesamtgrofie von 113 kD (58/50/5 kD) voll-
standig im Zentrifugationspellet angesammelt hatte, d.h. da® sich das VP2-Protein in den Zellen
in grofen Aggregaten (Inclusion bodies) angesammelt hat, und nicht oder nur in geringem

Male in I6slicher, nativer Form in den E.coli-Zellen zu finden ist.

Abbildung 35: Kontrolle

der Proteinexpression in

ER2566 ER2566 E.coli ER2566 pTYB1-
pTYB1-VP2 pTYB1-VP2gly VP2 und pTYB1-VP2gly.
f_H K_H
kD 1 2 3 1 2 3 o ,
Spur (1) nicht-induziert,
e — <« VP2/intein/CBD  (2)  Uberstand,  IPTG-
66 — induziert und (3) Pellet,
45 — IPTG-induziert. Induktion
3 h, 2mM IPTG; Coomas-
29 — siegefarbtes 10 % SDS-
ey S — — PAA-Gel.

Das Ziel der Verwendung des Inteinsystems war die Gewinnung grof’er Mengen |6slichen VP2-
Proteins durch Expression als Fusionsprotein. Dieses Ziel konnte mit dieser Methode nicht
erreicht werden. Ein solches Ergebnis war jedoch nicht véllig Gberraschend, da auch fir ein
196 kD Fusionsprotein aus [-Galactosidase und dem C-terminal um 51 Aminosauren ver-
kirzten VP1-Protein Solubilitdtsprobleme beschrieben wurden (Schwarz et al., 1991). Da die
Expressionsmengen des unléslichen Inteinfusionsproteins deutlich unter denen des pET11a-
Systems lagen, wurde vorerst die Expression der B19-Strukturproteine Gber pET11a und die
Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen zur Materialgewinnung fur in vitro-Assemb-
lierungsversuche gewahlt.

4.2.3.2 Expression und Reinigung von rekombinantem VP2 und erste in vitro-

Assemblierungsstudien

Die Bildung unléslicher, inaktiver Proteinaggregate in den Wirtszellen bei Produktion rekombi-

nanter Proteine in Mikroorganismen ist ein haufiges Phanomen. Allerdings bieten diese Aggre-
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gate die Mdglichkeit zur schnellen und einfachen Anreicherung des gewunschten Proteins. Um
die Cosedimentation von Zelltrimmern zu vermeiden, sollten die Bakterienzellen vor der
Zentrifugation maximal lysiert sein. Dies wurde durch Hochdruckdispersion in der French Press
und solubilisierende Agenzien im Puffer (0,5M NaCl und 2 % Triton X-100) unterstitzt
(Buchner & Rudolph, 1991). Durch Zentrifugation und mehrere Waschschritte mit NaCl/Triton X-
100-haltigem Puffer wurde das rekombinante Protein in den Inclusion bodies stark angereichert.
Die Inclusion bodies enthielten verschiedene E.coli-Proteine zusatzlich zum rekombinanten VP1
bzw. VP2 Protein, das circa 60 % des gesamten Inclusion body-Proteins ausmachte. Die
Faltung eines Zielproteins wird normalerweise nicht durch andere in der Lésung renaturierende
Proteine beeinflult (Jaenicke et al., 1981), daher kann die effiziente Abtrennung von Fremd-
proteinverunreinigungen auch nach der Renaturierung und in vitro-Assemblierung der Kapside,

z.B. durch Sedimentation im CsCI-Kissen oder Gelfiltration erfolgen.

Die Solubilisierung der angereicherten Proteinaggregate erfolgte mit Guanidiniumchlorid (GdCl).
GdCI ist ein sehr starkes Chaotrop, das auch sehr stabile Inclusion bodies auflésen kann.
Zudem wird die chemischen Modifizierung der Aminogruppen von Lysinseitenketten (durch
Isocyanat in Harnstofflésungen) umgangen. Da VP1 und VP2 cysteinhaltige Proteine sind,
erfolgte die Solubilisierung in Gegenwart von 0,1 — 0,3 M Dithioerythritol (DTE), um die Reduk-
tion von Disulfidbriicken zwischen des aggregierten Polypeptidbricken zu reduzieren. Zur
Erhaltung der reaktiven Thiolatanionen wurde die Solubilisierung bei leicht alkalischem pH von
8,5 durchgeflihrt. Die Zugabe von EDTA zum Solubilisierungspuffer diente der Komplexierung
von Metallionen, die unerwiinschte Oxidationsreaktionen der Cysteinreste mit molekularem
Sauerstoff katalysieren. Zur Bestimmung des Solubilisierungsiiberganges wurde Solubilisie-
rungspuffer mit 0, 1, 2, 3, 4, und 6 M GdCI hergestellt. Circa 5 mg Inclusion body-Protein wurde
in 1 ml des 0 M GdCI-Puffers resuspendiert, 30 min bei RT gerihrt und bei 30000xg (20 min,
4°C) abzentrifugiert. Das Pellet wurde im nachsthdher konzentrierten GdCI-Solubilisie-
rungspuffer aufgenommen, wiederum 30 min bei RT gerlhrt, abzentrifugiert und der Vorgang
bis zum 6 M GdCI-Puffer wiederholt. Aliquots der Solubilisierungsiiberstdnde wurden gegen

Tris/HCI (pH 8,5; 2 mM EDTA) dialysiert und nach Aufnahme in Probenverdiinnungspuffer
mittels SDS-PAGE analysiert (Abbildung 36).

Eine Abschatzung der Proteinmengen war anhand dieser Gele nicht moglich, da wahrend der
Dialyse in einigen Proben die Aggregation von Protein beobachtet werden konnte. Der Solubili-
sierungstbergang der VP2- und VP1-Inclusion Bodies lag jeweils zwischen 3 und 4 M GdCI.
Geringe VP1-Mengen konnten sogar bei 2 M GdClI solubilisiert werden. Fir die nachfolgenden
Renaturierungsversuche von VP2 wurde das Inclusion body-Protein in 6 M GdCI zu einer End-

konzentration von circa 2 mg/ml solubilisiert.
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kD 1 2 3 4 5 6 7
<+— VP1 (83 kD)
66 —
45 —
36 — Abbildung 36: Solubilisierungs-
29 — libergang von VP1- und VP2-
24— Inclusion bodies bei Behand-
lung mit variierenden Konzen-
trationen GdCI.
06— <«—VP2 (58 kD) Spur (1) OM, (2) 1M, (3) 2 M,
R (4) 3M, (5) 4M, (6) 6 M GdCl
%2 — und (7) LMW. Coomassie-
gefarbtes 10 % SDS-PAA-Gel.

Zur Renaturierung kann das Denaturierungsmittel GdCI durch sequentielle Dialyse oder Ver-
dinnung aus der Proteinprobe entfernt werden. Die Dialyse gegen Puffer bietet den Vorteil, dafl
die Renaturierung mit hohen Proteinkonzentrationen langsam erfolgt. Dabei wird das Protein
allerdings Uber langere Zeit schwach denaturierenden Bedingungen ausgesetzt, was bei
einigen Proteinen zur Prazipitation aggregationsempfindlicher Faltungsintermediate fiihren
kann. Nichtdenaturierende Konzentrationen von Guanidin kbnnen aber auch einen positiven
Einflud auf die Faltungseffizienz haben (Rudolph & Lilie, 1997). Die schnelle Renaturierung
durch Verdinnung des Proteins in Puffer birgt den Vorteil, dall sich das Protein schnell unter
physiologischen Bedingungen befindet und die Aggregationsneigung durch niedrigere Protein-
konzentrationen verringert wird. Im Falle der hier angestrebten Kapsidassemblierung im
Anschluf} oder parallel zur Faltung der VP2-Monomere durfte die Proteinkonzentration nicht zu
gering sein. In ersten Renaturierungsstudien wurden 5 ml denaturiertes VP2-Protein in 6 M
GdCl (200 pg/ml) UN gegen 5 | Renaturierungspuffer RP1 (0,1 M Tris/HCI, pH 7,5; 2 mM EDTA,
2 mM DTE) bei 4°C dialysiert bzw. ein Aliquot der denaturierten Proteinprobe sehr schnell in
Renaturierungspuffer | auf eine Konzentration von 20, 40 bzw. 200 pg/ml verdiinnt und dann bei
4°C UN inkubiert. Nach circa 15 h war das VP2-Protein in beiden Renaturierungsanséatzen

grof¥flockig prazipitiert.

Faltungsprozesse werden stark durch physikalische Parameter, wie pH, lonenstarke oder
Temperatur, aber auch verschiedene Pufferzusatze beeinfluf3t. Die in vitro-Faltungseffizienz
vieler Proteine wird durch L-Arginin gesteigert. Die Guanidinogruppe des Arginin wirkt weniger

strukturdestabilisierend wie Guanidin. Es erhéht vermutlich die Ldéslichkeit von ungefalteten
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Proteinen und Faltungsintermediaten ohne signifikanten destabilisierenden EinfluR auf die
native Proteinstruktur zu haben (Rudolph & Lilie, 1996). Parvovirus-Kapside haben spezifische
Bindungsstellen fir divalente Kationen. Fir das Insektenparvovirus GmDNV wurden stabilisie-
rende Effekte von Calcium- und Magnesium-lonen auf die Kapside, mdglicherweise durch eine
durch diese lonen induzierte Konformationsanderung an der 5-fach Symmetrieachse, beschrie-
ben (Simpson et al., 1998). Entsprechend diesen Erkenntnissen wurden verschiedene Puffer-
systeme RP2, RP3, RP4 und RP5 (M in Renaturierungsansatzen auf Basis schneller
Verdiinnung ausgetestet.

Tabelle 19: Ubersicht zur Renaturierungspuffersystemen.

Puffer Zusammensetzung

RP1 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5; 2 mM EDTA; 2 mM DTE

RP2 0,1 M Na-P-P, pH 7,5; 0,5 mM MgCl,; 0,9 mM CaCl,; 2 mM DTE

RP3 0,1 M Na-P-P, pH 7,5; 0,5 mM MgCl,; 0,9 mM CaCl,; 2 mM DTE; 0,5 M L-Arginin
RP4 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5; 0,5 mM MgCl,; 0,9 mM CaCl,; 2 mM DTE

RP5 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5; 0,5 mM MgCl,; 0,9 mM CaCl,; 2 mM DTE; 0,5 M L-Arginin

Die Verdlinnung aus konzentrierten, denaturierten VP2-Proteinldsungen in den Renatu-
rierungspuffern RP2 bis RP5 erfolgte nach dem in [Abbildung 37] dargesteliten Schema. Dabei
wurde die solubilisierte Ausgangsprobe (14,2 mg/ml Protein in 6 M GdCl) sequentiell mit 0,1 M
Tris/HCI, pH 8,5 auf 4, 3, 2 und 1,5 M GdCI verdinnt. Ziel dieser Verdiinnungen war die Ver-
figbarkeit des Proteins vor den Renaturierungsversuchen in vollstandig denaturierter Form
bzw. in moglicherweise teilgefalteten Intermediaten im Bereich des GdCI-Solubilisierungstiber-
ganges. Da auch bei GdCIl-Konzentrationen kleiner 3 M keine Aggregation sichtbar wurde,
wurden diese Proben in die Versuchsreihe einbezogen. Die durch schnelles Verdinnen im
jeweiligen Renaturierungspuffer gewonnenen Proben wurden Gber Nacht bei 4°C gelagert und
nach visueller Bewertung durch Zentrifugation bei 20000 rpm fir 20 min von aggregierten
Proteinkomplexen befreit. Die Zentrifugationstiberstdénde wurden in der SDS-PAGE analysiert.
Entsprechend der erwarteten Wirkung von L-Arginin konnte in den in Puffer RP3 und RP5, im
Gegensatz zu RP2 und RP5, verdiinnten Proben keine Proteinprazipitation registriert werden.
Anhand der silbergefarbten SDS-PAA-Gele konnte die I6slichkeits- oder stabilitats-beglins-
tigende Wirkung von L-Arginin bestatigt werden. Es waren keine Unterschiede zwischen den
Na-P-P und Tris-basierenden Puffern zu beobachten. Die Ausbeute an solubilisiertem Protein
war in Arginin-haltigen Renaturierungspuffern unabhangig von der GdCI-Konzentration in der
Ausgangslésung, ohne Arginin war die Ausbeute bei Verdinnungen aus 2 M GdCI im Vergleich

zu 3, 4 und 6 M deutlich geringer. In der 1,5 M GdCI-Proteinlésung wurde keine Proteinprazi-
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pitation beobachtet, bei Absenken der GdCI-Konzentration auf 1 M fiel das Protein jedoch teil-

weise aus.

denaturierte ,renaturierte®
VP2-Proteinlésungen VP2-Proteinldsungen

14,2 mg/mi
in 6 M GdCI

'

9,47 mg/ml
in 4 M GdCl

71 ug/ml

 J

47 pg/mi

\ /

Renaturierung durch
+ schnelle Verdiinnung in
RP2, RP3, RP4 oder RP5

7,1 mg/ml _
in 3 M GdCI -

'

4,73 mg/mi
in 2 M GdCl

\

3,55 mg/ml
in 1,5 M GdCI

71 ug/ml

71 ug/ml

\

Abbildung 37: VP2-Renaturierung durch sequentielles Verdiinnen.

Im Fluoreszenzemissionsspektrum wurde Uberprift, ob das in Losung befindliche VP2 die fir
das VP2 nativer Kapside charakteristische Emissionsmaximum von 333 nm zeigt. Wie fur die
aus 4 M GdClI in RP5 verdiinnte Probe in Abbildung 38]gezeigt, unterschied sich das Fluores-
zenzemissionsspektrum der ,renaturierten® Probe signifikant von dem nativer Kapside. Das
Maximum (339,5 nm) war deutlich in Richtung des Emissionsmaximums l6sungsmittel-
exponierten Tryptophans verschoben. In entfalteten Proteinen, die Tryptophan enthalten, wird
im allgemeinen neben einer Wellenlangenverschiebung eine Intensitatsveranderung beobachtet
(Schmid, 1989). Im vorliegenden Fall wurde das Maximum des Emissionsspektrums nicht bis
350 nm verschoben und bei rechnerischem Ausgleich von Proteinkonzentrationsunterschieden
nur eine geringflgige Intensitatsverdnderung beobachtet. Das 1a3t vermuten, dal das ,renatu-

rierte” VP2-Protein teilweise in gefaltetem Zustand vorliegen koénnte.
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Im Ergebnis der oben aufgefihrten Untersuchungen wurde fir die Renaturierung bei hohen
Proteinkonzentrationen, d.h. zur Renaturierung mittels Dialyse, der Puffer RP5 als Basispuffer
verwendet. Pufferzusatze, wie Harnstoff oder GdCI, kénnen in nicht-denaturierenden Konzen-
trationen einen positiven Einflull auf die Faltungseffizienz haben (Rudolph & Lilie, 1997). Eine
denaturierte VP2-Proteinlésung in 1,5M GdCI (3,55 mg/ml) wurde gegen ein 100-faches
Volumen Puffer RP5 mit (Probe A) oder ohne 0,5 M GdCI (Probe B) UN bei 4°C dialysiert. Nach
circa 15 h konnte keine Proteinprazipitation in den Proben nachgewiesen werden. Die Proben
wurden in der Folge zur Entfernung der Pufferzusatze GdCI und L-Arginin gegen RP4 (100-
faches Volumen, 4°C) dialysiert. Das in gro3en Anteilen ausgefallenes Protein wurde abzentri-
fugiert und die Uberstéande im WesternBlot analysiert. In den Uberstanden beider Ansatze
konnten nur geringe VP2-Mengen detektiert werden. Die Proteinausbeute in der Probe B war
etwa doppelt so hoch als die in Probe A. Im vorliegenden System konnte kein faltungsbe-
ginstigender Effekt von geringen GdCl-Konzentrationen nachgewiesen werden. Die bei
Verdinnen gezeigte IGslichkeits-oder stabilitatsbegiinstigende Wirkung von L-Arginin konnte

auch in diesen Renaturierungsansatzen bestatigt werden.

Im weiteren sollte geklart werden, welche Mindestkonzentration von L-Arginin zur Erhaltung der
VP2-Loslichkeit notwendig ist. Dazu wurde die denaturierte VP2-Proteinlésung in 2 M GdCl
(2,5 mg/ml) zur Entfernung von GdCI gegen ein 100-faches Volumen RP5 UN bei 4°C dialysiert.
Nach Absenken der L-Arginin-Konzentration auf 0,245 M muldte eine leichte Trubung der
Lésung durch geringe Mengen prazipitierten Proteins durch Zentrifugation beseitigt werden.
Anhand des Zentrifugationsiiberstandes wurde deutlich, dall VP2-Protein in Gegenwart von
0,25 M L-Arginin bis zu einer Konzentration von 2 mg/ml I6slich bleibt. Der Zentrifugations-
Uberstand wurde mittels Gelfiltration und im direkten Kapsid-ELISA auf das Vorliegen von VP2-
Kapsiden untersucht. In der Gelfiltration befanden sich die proteinhaltige Fraktion der ,renatu-
rierten” VP2-Probe wie die VP2-Kapside der Kontrolle im AusschluRvolumen (Bbbildung 39). In
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der Probe befanden sich also grofiere Proteinkomplexe. Die Qualitat dieser Komplexe, d.h. ob
es sich um korrekt gefaltete und assemblierte VP2-Kapside oder Proteinaggregate handelt,
wurde daher mit einem kapsidspezifischen Antikérper 860-55D im ELISA Uberprift. Es konnten

keine Kapsidstrukturen durch den Antikérper erkannt werden.

Abbildung 39: Elutionsprofil von 2 ug in
J \ 0,25 M L-Arginin ,renaturierter® VP2-
J’\\ Probe (—) und von aus dem Baculo/Sf9-

—_——— Expressionssystem gewonnener VP2-
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 Kapside (0,825 ug Protein) (——) in der

Elutionszeit (min) Gelfiltration.

Annliche Beobachtungen wurden in in vitro-Assemblierungsstudien zu Proteinkapsiden eines
anderen humanen Parvovirus, flir das adeno-assoziierte Virus 2 (AAV-2) beschrieben. Im
Baculo/Sf9-System produzierte und in 8 M Harnstoff denaturierte AAV-2-Kapsidproteine prazi-
pitierten bei vollstandiger Entfernung des Denaturierungsmittels. In Gegenwart von 0,03 mM L-
Arginin konnten I6sliches Kapsidprotein bis zu einer Konzentration von maximal 0,1 - 0,2 mg/ml
angereichert werden, wobei im Praparationsprozely groRe Materialverluste durch Aggregation
verzeichnet wurden. Die Analyse der ,renaturierten AAV-2-Kapsidproteine mittels Sedimenta-
tionsanalyse im Saccharosegradienten zeigte, dal bei Proteinkonzentrationen von 0,05 mg/ml
vor allem Monomere vorlagen und erst bei Konzentrationen ab 0,124 mg/ml verstarkt Oligo-
merisierung, eine Voraussetzung fir die Kapsidbildung, erfolgte. Die AAV-2-Kapsidproteine
zeigten eine starke Tendenz zur Prazipitation bei Konzentrationen tber 0,2 mg/ml. Auch die
elektronenmikroskopische Analyse ergab keine Hinweise auf Kapsidassemblierung bei Protein-
konzentrationen bis 0,2 mg/ml. Erst in Gegenwart von Hela-Zellextrakten konnten in vitro
unabhangig von ATP- oder Calciumzugabe in geringen Mengen kapsidahnliche Strukturen
rekonstituiert werden, die immunchemisch und elektronenmikroskopisch nicht von in trans-
fizierten HelLa-Zellen produzierten Kapsiden unterschieden werden konnten (Steinbach et al.,
1997).

Zusammenfassend konnte flr das B19 VP2-Strukturprotein gezeigt werden, dal® das Protein in
Gegenwart von 0,25 M L-Arginin bis zu Konzentrationen von 2 mg/ml in Lésung gehalten
werden konnte. Eine solche konzentrierte Proteinldsung ist geeigneter Ausgangspunkt flr
weitere Untersuchungen zur in vitro-Assemblierung von VP2-Kapsiden. In den Blickpunkt der
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Untersuchungen sollten die Renaturierung durch Dialyse bei geringeren Proteinkonzentrationen
unter Zusatz anderer Additive wie Glycerol oder Lipid/Tensid-Micellen ricken. Erfolgsver-
sprechend erscheinen auch Assemblierungsexperimente in Gegenwart von Zellextrakten aus

Baculovirus oder die Zugabe gereinigter Faltungshelferproteine.

4.3 Charakterisierung der Glycolipid—Kapsid—Interaktion

Die Affinitat der monovalenten Bindung eines Adhasins an individuelle Rezeptormolekiile ist oft
niedrig und erst die multivalente Interaktion mit mehreren Rezeptoreinheiten fuhrt zu einer
hohen Aviditat der Wechselwirkung (Lee & Lee, 1995; Mammen et al., 1998). Um die vorge-
schlagene Bindung von Parvovirus B19 an Globosid zu charakterisieren, wurden deshalb
sowohl Bindungsexperimente in Ldsung als auch Festphasen-, Hamagglutinations- und
Biosensormessungen durchgefiihrt, die die Detektion multivalenter Wechselwirkungen mit
hoher Sensibilitat erlauben sollten. Fir die Experimente zum Nachweis und zur Charakteri-
sierung der Wechselwirkungen zwischen den Proteinkapsiden und dem Glycolipid Globosid
wurden kommerziell erhaltliches Globosid aus menschlichen Erythrozyten und verschiedene
andere Glycolipide als Kontrollen eingesetzt (Abbildung 40]. Wahrend dem Globotriaosyl-
ceramid (CTH) das terminale N-Acetyl-Galactosamin fehlt, hat das Forssman-Glycolipid Globo-
pentaosylceramid ein zusatzliches am Terminus. Der Zuckerkopf von Asialo-Gangliosidgm,
besteht aus den gleichen Komponenten wie der von Globosid. Die Sequenzabfolge der einzel-
nen Zucker unterscheidet sich allerdings voneinander. Asialo-GM1 sollte daher die gleichen

oder zumindest vergleichbare physikalische und chemische Eigenschaften wie Globosid haben.

@8 C
l Gb3Cer (Globotriaosylceramid)

o g BB
C}#@ [ GbA4Cer (Globosid)
Pag B,/ =B
W l asialo-GM1 (asialo-Gangliosid )

o a2 — P
l Gb5Cer (Globopentaosylceramid)
a B Ceramidschwanz

<:C> Glucose ‘ Galactose <:> N-Acetyl-galactosamin

Abbildung 40: Schematische Struktur der in dieser Arbeit verwendeten Glycolipide.
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4.3.1 Hemmung der durch rekombinante VP2-Proteinkapside induzierten

Hamagglutination

Der indirekte Bindungsnachweis durch Hamagglutination (HA) wurde genutzt, um publizierte
Daten zur Inhibierung der VP2-Kapsid-induzierten Hamagglutination durch Globosid zu verifi-
zieren und zu untersuchen, ob Parvovirus B19 Globosid in oligomerisiertem Zustand bindet. Die
von Nilsson und Mitarbeitern hergestellten I6slichen Rezeptoranaloga sollten auf ihre Interak-
tionsfahigkeit mit VP2-Kapsiden untersucht werden. Der verwendete Hamagglutinationstest der
Firma DIAMED wurde firr diagnostische Anwendungen etabliert und ist schnell und fir kleine
Probenvolumina einsetzbar. Die Analyse basiert auf der Separation agglutinierter und nicht-
agglutinierter Erythrocyten durch Zentrifugation durch eine Gelfiltrationsmatrix. Agglutinierte

Zellen konzentrieren sich auf oder im Gel, wahrend nicht-agglutinierte Zellen ein kompaktes

Pellet am Boden des Zentrifugationsgefalies bilden (Abbildung 22]).

Die zur Hamagglutination einer 0,15 %-igen Erythrocytensuspension notwendige Mindest-
menge rekombinanter VP2-Kapside wurde in einer Verdunnungsreihe ermittelt (Abbildung 41).
Anhand dieser Ergebnisse wurde in den weiteren Kompetitionsversuchen eine Kapsid-

konzentration von 0,12 nM (=7 nM VP2-Protein) eingesetzt.

EEEODE O (e e [

170 136 113 97 68 23 17 14
pM VP2-Kapsid

[T starke HA bis [ | schwache HA [@] keine HA

Abbildung 41: Hdmagglutination (HA) von humanen Erythrocyten durch VP2-Kapside (Verdiin-
nungsreihe). 0,15 % Erythrocyten.

Wie in Abbildung 42]dargestellt, wurde die durch rekombinante VP2-Kapside vermittelte Ham-
agglutination humaner Erythrocyten durch Globosid in Konzentrationen von 4 bis 5 uM inhibiert,
wenn das Glycolipid in Puffer resuspendiert wurde. In Liposomen inkorporiertes Globosid
bewirkte eine Inhibierung der Hamagglutination (HAI) in Konzentrationen kleiner als 1 uM,
wahrscheinlich begriindet durch eine verbesserte Zuganglichkeit des Glycolipids oder durch
veranderte Lipidschicht-Eigenschaften. Die Qualitdt der Liposomen, d.h. die Glycolipidprasen-
tation Uber reine Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholin (POPC)-Liposomen (molares Verhaltnis
Glycolipid / POPC = 1 : 5) oder Mischliposomen aus Phosphatidylcholin und Cholesterol
(molares Verhaltnis Glycolipid / Lipid = 1 : 4,8 : 4,8), hatte keinen EinfluR auf die inhibitorische

Gb4Cer-Konzentration. Die fiir die HAI notwendige Konzentration des Forssman-Glycolipids
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Gb5Cer zwischen 0,8 und 1 yM war der von Globosid vergleichbar. Das kommerziell erworbene
Globopentaosylceramid hatte einen Reinheitsgrad von ungefahr 95 %. Die HAI-Aktivitat der
GbS5Cer-Liposomen kann daher nicht auf mdgliche Verunreinigungen des Praparats mit
Globosid zuriickgefuihrt werden. In den Experimenten konnte keine Hemmung der VP2-Kapsid-
induzierten Hamagglutination durch gleiche oder héhere Konzentrationen der Kontrollipide
Gb3Cer und asialo-GM1 erreicht werden. Diese Daten bestatigen und erganzen die publizierten
Daten von Brown etal.,, da das in Puffer resuspendierte Globosid die Hamagglutination
hemmt. Globopentaosylceramid zeigte in seinen Experimenten allerdings eine 100-fach
geringere HAI-Aktivitat als Globosid (Brown et al., 1993). Die HAI-Aktivitaten von Gb4Cer und
Gb5Cer im Gegensatz zu Gb3Cer und asialo-GM1 lassen vermuten, dal} fir die inhibitorische
Aktivitdt neben der Zuckersequenz die Art der Verknipfung der Zuckerreste eine Rolle spielt.
Dies ware kompatibel mit der Hypothese, dafl das minimale Kohlenhydratepitop, das fir die
Bindung rekombinanter VP2-Kapside an dinnschicht-chromatographisch aufgetrennte Glyco-

lipide notwendig ist, ein Disaccharid mit der Sequenz HexNAcf3Gal ist (Cooling et al., 1995).

[ B & &8 i [e] [e] [o] g

06 10 13 26 39 51 64 10uM Gb4Cer

= B @] [e] [e] [e] [e] [°] °

02 04 06 08 10 25 50 10puM Gb4Cer

= B E & (] [o] [o] [e]

02 04 06 08 10 25 50 10puM Gb5Cer

] 0.2 - 20 uM Gb3Cer und asialo-GM1

|E| 10 uM GbA4Cer in PBS resuspendiert

|E| 20 uM Glycolipid in POPC-Liposomen

] Ha [T] schwache HA [@] keine HA

Abbildung 42: HAI durch Gb4Cer und Gb5Cer, aber nicht durch Gb3Cer und asialo-GM1.
0,15 % Erythrocyten durch 0,12 nM VP2-Kapside hdmagglutiniert. (A) Gb4Cer in PBS resupen-
diert, (B) Glykolipid in POPC-Liposomen (1:10) inkorporiert und (C) Kontrollen ohne Kapside.

Um die fur den Viruskontakt benétigte, aktive oligomere Organisation von Globosid zu identi-
fizieren, wurden durch eine Arbeitsgruppe an der Universitat Lund in Schweden wasserlésliche,

mono- und trivalente Konjugate der Globotetraose, des Zuckeranteils von Globosid, syntheti-
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siert (W. In den trivalenten Verbindungen (SN3 und SN4) sind die Globotetraose-
einheiten so verknupft, dal} sie eine rdumliche Anordnung erreichen, die fur den Viruskontakt
postuliert wurde. Die Globotetraosen mimiken dabei die hypothetische Anordnung der Globo-
sidmolekiile (Chipman et al.,, 1996). Die Identitat der Zuckerderivate wurde mittels NMR
(nuclear magnetic resonance) und MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption / ionization
— time of flight — mass spectroscopy) kontrolliert. SN1, SN3 und SN4 sollten in der Lage sein,
die Hamagglutination durch VP2-Kapside zu unterbinden. Wenn die Trimerisierung des Zucker-
anteils von Globosid eine Voraussetzung fiir die Virusbindung ist, sollten SN3 bzw. SN4 die

besseren Kompetitoren sein.

SN1

SN3

SN4

O Glucose 6 Galactose O N-Acetyl-galactosamin

Abbildung 43: Struktur der wasserldslichen Globotetraosederivate. SN1, monovalentes Derivat;

SN3, trivalentes Derivat (Version A) und SN4, trivalentes Derivat (Version B).

Die Hamagglutination wurde durch die wasserlésliche monovalente Globotetraose inhibiert. Fur
die Inhibierung wurden millimolare Konzentrationen des Globotetraosederivates SN1 bendtigt
(Abbildung 44). Diese Konzentration entspricht der 100-fachen molaren Konzentration des
Glycolipids, die fiur die Hemmung bendtigt wird und 4Rt vermuten, dal® der Lipidanteil in die
Bindung involviert ist oder eine wichtige Rolle fir die Orientierung oder Oligomerisierung des
Zuckeranteils spielt.
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Diese Beobachtung steht in Kontrast zu friiheren Daten von Brown et al., die vermuten lassen,
daf} die freie Tetrasaccharidkette die Bindung nicht blockiert (Brown et al., 1993). Unerwarteter-
weise konnten die Daten nicht zu 100 % reproduziert werden. In einem der Versuchsansatze
bewirkten millimolare SN1-Konzentrationen die Agglutination der Erythrocyten. In allen anderen
Versuchen war diese HA-Aktivitat von SN1 nicht zu beobachten. Sie ist méglicherweise auf

Verunreinigungen einer SN1-Charge zurlickzufihren.

& B @ [e] [o] [°]

05 10 15 20 25 30 60mMSN1
[©] 6 mM SN1 (Kontrolle ohne Kapside)

] HA [T] schwache HA [@] keine HA

Abbildung 44: HAIl durch das wasserldsliche monovalente Globotetraosederivat SN1. 0,15 %

Erythrocyten durch 0,12 nM VP2-Kapside hdmagglutiniert.

Die trivalenten Modellverbindungen SN3 und SN4 zeigten selbst, ohne Kapsidzusatz, sehr
starke Hamagglutinationsaktivitat. Zur Kontrolle der HAI sollte ein wasserldsliches, strukturell
nichtverwandtes Oligosaccharid aus humaner Milch, Lacto-N-Fucopentaose | (LNF1;
Fuca2GalB3GIcNAcB3GalB4Glc), eingesetzt werden. Es gibt starke Hinweise, dal3 solche
Oligosaccharide potente Inhibitoren der bakteriellen Adhasion an Epithelzellen sind und als
I6sliche Rezeptoranaloga fungieren (Kunz & Rudloff, 1996). Ein Glycolipid, das LNF1 als
Kohlenhydratanteil enthielt, konnte bei Brown et al. keine Inhibierung der Kapsid-induzierten
Hamagglutination verursachen (Brown et al., 1993). Analog zu SN4 hamagglutinierte wasser-
I6sliches LNF1 die humanen Erythrocyten selbst. Die durch 0,5 mM LNF1 induzierte Ham-
agglutination von 0,15 % Erythrocyten konnte wie die SN4-vermittelte HA durch POPC-Lipo-

somen unterbunden werden.

Eine durch die trimere Verbindung induzierte HA lie3 zunachst vermuten, dafl3 sich auf den
Erythrocyten ein Globotetraoserezeptor befindet. Daher kdnnte die Inhibierung der Kapsid-
induzierten Hamagglutination durch Globosid und die monomere Verbindung SN1 das Resultat
einer Interaktion dieser Substanzen mit den Erythrocyten anstelle der Kapside sein. Allerdings
agglutinierten Gb4Cer-dotierte Liposomen humane Erythrocyten nicht und die SN4-vermittelte
Hamagglutination konnte scheinbar unspezifisch sowohl durch POPC-Liposomen mit Glycolipid
als auch effizient durch POPC-Liposomen ohne Glycolipid inhibiert werden (Bbbildung 45).
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EEED "
1,0 0,5 0,25 0,1 mM SN4
B
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Abbildung 45: (A) HA von 0,15 %
LNF1 |:| IEI IE' IE' IEI |E| Erythrocyten durch die trivalente
@ & P F DL
R S . N O e Zuckerverbindung SN4 und
F &F &F ¢ <
,béfb (B) Hemmung der durch 0,25 mM
0,5 uM Kompetitor SN4 oder 0,5mM Lacto-N-Fuco-
prasentiert durch POPC-Liposomen pentaose | induzierten HA von
0,15 % Erythrocyten durch Lipo-
[l Ha [ schwache HA [@] keine HA somen.

Die Hemmung der SN4-induzierten Hamagglutination durch das monovalente Globotetraose-
derivat SN1 konnte bislang nicht gezeigt werden, da die fir den Versuch herangezogene SN1-
Charge wahrscheinlich aufgrund von Verunreinigungen selbst Hamagglutination verursachte.
Die Zuckerderivate standen grundsatzlich nur in sehr begrenzten Mengen zur Verfiigung. Die
Versuchswiederholung zur Hemmung der SN4-vermittelten HA durch SN1 steht daher noch

aus.

Die durchgefiihrten Experimente zeigten, da® die grundlegenden Mechanismen der fir die
freien Zucker bzw. fir Glycolipide im Untersuchungssystem beobachteten Interaktionen ver-
schieden sind. Im Gegensatz zu SN1 zeigten die wasserldslichen Zucker SN4 und LNF1 Ham-
agglutinationsaktivitdt. Der zugrundeliegende Kontakt wurde anscheinend unspezifisch durch
POPC gehemmt. Unklar bleibt zum gegenwartigen Zeitpunkt, ob die SN4-vermittelte HA-
Aktivitat durch die Multivalenz von SN4 ermdoglicht wird und monovalentes SN1 in ahnlicher
Weise wie eine singulare Globotetraoseeinheit von SN4 mit den Erythrocyten wechselwirken
kann oder ob chemische Verunreinigungen in den Zuckerpraparaten Anderungen der Erythro-
cytenoberflache zugunsten einer Agglutination der roten Blutkdrperchen induzieren. Letzteres
wird unterstutzt durch die einmalig beobachtete HA-Aktivitdt eines SN1-Préaparates. Sollte ein
niedrigaffiner, spezifischer Kontakt zu den Erythrocyten Uber die Globotetraoseeinheiten von
SN4 vermittelt werden, miRte die SN4-induzierte HA durch monovalentes SN1 hemmbar sein.
Gegebenenfalls ist dann die Hemmung der Kapsid-induzierten HA durch SN1 auf die Wechsel-
wirkung des Zuckers mit Erythrocyten zuriickzufiihren und nicht auf eine spezifische Wechsel-

wirkung mit den postulierten Globotetraosebindestellen auf dem B19-Proteinkapsid.
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POPC war fur die Hemmung der Kapsid-vermittelten HA nicht ausreichend. Dies 143t vermuten,
daR die molekularen Grundlagen der Kapsid- bzw. Zucker-induzierten Hdmagglutination unter-

schiedlicher Natur sind.

Die Hemmung der Kapsid-induzierten Hamagglutination durch Glycolipide ist abhangig von der
Struktur des Kohlenhydratanteils. Globosid und Globopentaosylceramid bewirken im Gegensatz
zu asialo-GM1 und Gb3Cer die Hemmung der HA. Eine durch die glycolipiddotierten Liposomen
vermittelte HA konnte in keinem Fall beobachtet werden. Die Aktivitaten von Globosid und
Globopentaosylceramid scheinen daher durch eine direkte, spezifische Glycolipid-Kapsid-
Wechselwirkung und folglich durch eine Verdrangung der Erythrocyten vom Kapsid vermittelt zu
werden. Die Erkennung von Makromolekulen durch Glycosphingolipide ist eng verbunden mit
der Natur des Kohlenhydratanteils, wird aber sekundar auch durch die Struktur des Lipidanteils
moduliert (Jones et al., 1997). Die Korrelation zwischen polyvalenter Aviditat und Affinitat in
Ldsungen kann sehr gering sein. Zum Beispiel hat die Prasentation von Kohlenhydraten an
Polymeroberflachen einen profunden EinfluR auf die Interaktion des Liganden mit einem

Proteinrezeptor (Liang et al., 1997).

Die Bindung von Glycolipid an rekombinante B19-Proteinkapside und der Wirkungsmecha-
nismus der freien Oligosaccharide mufte entsprechend diesen Beobachtungen anstatt in dem
komplexen, schwer kontrollierbaren Hdmagglutinationssystem in anderen, direkten Nachweis-

systemen evaluiert und verglichen werden.

4.3.2 Studien zur Glycolipid-Proteinkapsid-Interaktion in Festphasen-

Bindungsassays

Die Etablierung der folgenden Experimente sollte der direkten Verifizierung und Charakteri-
sierung des Virus / Globosid-Kontaktes durch Bestimmung von Affinitdten und der Kinetik der
Bindung dienen und kompetitorische Untersuchungen mit den wasserléslichen Rezeptor-
analoga und die Identifizierung anderer kompetitorischer Substanzen ermdglichen. Den
verwendeten Puffersystemen wurden standardmaRig Ca” und Mgz+-lonen zugesetzt, da diva-
lente lonen haufig eine Rolle bei Virus / Rezeptor-Interaktionen spielen (Ebenbichler et al.,
1996; Bishop & Anderson, 1997; Pietropaolo & Compton, 1999; Meier et al., 2000). Fur das
Canine Parvovirus und das Feline Panleukopeniavirus wurden Calcium-Bindestellen innerhalb
und in Nachbarschaft eines flexiblen Oberflachen-Loops, bestehend aus den Resten 359 bis
375 des Kapsidproteins gefunden. Diese Aminosaurereste einschliellich der calciumbindenden
Regionen sind essentiell fur die virale Infektidsitat und Hdmagglutinationsaktivitat des Virus. Die
Loop-Konformation wird durch die Calciumkonzentration und den pH-Wert beeinfluf3t. Es wird
angenommen, dal} die Region in die Bindung eines nicht-identifizierten Rezeptormolekiils invol-
viert ist und die Wirtszellspezifitdt beeinflullt (Simpson et al., 2000). Auch bei dem Insekten-
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parvovirus Galleria mellonella Densovirus implizieren experimentelle Daten, daly Calcium- und
Magnesiumionen konformationelle Anderungen in der Kapsidstruktur bewirken, auch wenn die
Bindung der lonen an eine mdgliche Bindestelle in der Cryo-Elektronenmikroskopie nicht
gezeigt werden konnte (Tijssen & Kurstak, 1979; Simpson et al., 1998).

Fluoreszenz-basierende Bindungsstudien zum Glycolipid-Kapsid-Kontakt: Die Rezeptor-
interaktion von Parvovirus B19 konnte nicht Uber Fluoreszenzemissionsanderungen bei
Bindung von Globosid an rekombinante VP2-Kapside in Losung untersucht werden, da die Auf-
nahme von Fluoreszenzkinetiken in einer 0,33 nM Kapsidlésung (0,012 mg VP2/ml) durch die
starker Adsorption der Kapside an die Kivettenwande verhindert wurde. Daher wurde ein
fluoreszenz-basiertes Bindungsassay an der festen Phase etabliert. Die VP2-Kapside wurden
dazu mittels a-VP2-IgG an der Plastikoberflache einer Mikrotiterplatte immobilisiert. Die
Prasentation Uber spezifische Antikorper sollte die rdumliche Zuganglichkeit der Kapside im
Vergleich zu einem direkten Beschichten der Kunststoffoberflache verbessern. Nach dem
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden der Kapsidschicht fluoreszenz-markierte
Liposomen prasentiert, die Globosid oder eines der Kontrollglycolipide enthielten. Der Test
konnte durch Vorinkubation mit Kompetitorsubstanzen ergénzt werden (Abbildung 46). Die
gebundene Fluoreszenz und die im Uberstand verbliebene Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines

Fluoreszenz-ELISA-Readers bzw. im Fluorimeter determiniert.

Glycolipid
DPH
Kompetitor
Liposomen
D80 VP2-Kapsid
\\ /
a-VP2-Antikérper . o

Abbildung 46: Versuchsprinzip des
NUNC Maxisorp Fluoreszenz-basierten Festphasen-

Plastikoberflache bindungsassays.
Als Fluoreszenzmarker wurde Diphenylhexatrien (DPH) eingesetzt. DPH fluoresziert nicht in
wassriger Umgebung (Abbildung 47B). Aus dem Anregungs- und Emissionsspektrum wurden
eine praktikable Anregungswellenlange bei 355 nm und Emissionswellenlange bei 460 nm aus-
gewahlt. Die Wahl der Emissionswellenlange erscheint suboptimal, war aber abhéngig von den
zur Verfigung stehenden Filtern. Des weiteren sollte das Hintergrundsignal durch einen

ausreichenden Abstand von Anregungs- und Emissionswellenlange gering gehalten werden
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). Der Vorteil des Versuchsansatzes ist, dald weder Rezeptor noch Adh&sin zur

Markierung chemisch modifiziert werden muften.

ex {4
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300 400 500 600 400 450 500 550
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Abbildung 47: DPH — Diphenylhexatrien. (A) pufferkorrigiertes Anregungs- und Emissions-
spektrum von 0,15 uM DPH in Liposomen aus L-a-Phosphatidylcholin (ca.8 uM) und Cholesterol
(6,5 uM) und (B) Fluoreszenzspektrum von DPH-Liposomen (—) im Vergleich zu DPH in PBS
(-+-+) und Liposomen ohne DPH (— ——). Messung im Fluorimeter FluoroMax-2°; spektrale Band-

breiten: Anregung 5 nm / Emission 10 nm; 1 ml Probenvolumen; Temperatur: 25°C.

Zur Etablierung der Versuchsbedingungen wurden Vorversuche zur Zusammensetzung des
Beschichtungspuffers und zur Qualitat der Antikdrperprobe durchgefiihrt und verschiedene
Blockierungsreagenzien getestet. Dazu wurde das an der Kunststoffoberflache immobilisierte
Immunglobulin G mit einem IgG-spezifischen, AP-gekoppelten Antikdrper detektiert. Das
verwendete Puffersystem hatte keinen Effekt auf die Beschichtungseffizienz mit Antikdrper, es
konnten keine Unterschiede zwischen Carbonat- und Phosphatpuffern noch Abhangigkeiten
vom pH des Puffers registriert werden. Im Vergleich zu Serumproben konnten erwartungs-
gemal grolere Mengen kapsidspezifisches IgG aus angereicherten IgG-Fraktionen immobi-
lisiert werden. Es wurde gezeigt, dal’ 460 ng Protein der angereicherten IgG-Fraktion 4 pro

Mikrotiter-Vertiefung ausreichend fiir die Sattigung der Kunststoffoberflache waren.

ELISA-Experimente zur Kapsidbindung an der immobilisierenden Antikérperschicht zeigten,
dafd ab 1 pg VP2-Protein pro Loch, das entspricht einer Menge von 0,274 pmol rekombinanten
Kapsids, eine Sattigung erreicht wurde. Der Nachweis der immobilisierten Kapside erfolgte mit
Hilfe des Kapsid-spezifischen Antikdrpers 860-55D. Fir die weiteren Versuche wurden daher
circa 1,5 ug VP2/Loch (0,4 pmol Kapsid = 24 pmol VP2) eingesetzt. Als Blockierungsreagenz
wurde eine 3 %-ige BSA-Losung verwendet. BSA hat eine starke Tendenz an hydrophobe und
auch an hydrophile Oberflachen zu binden und kénnte daher einen unerwlinschten Hintergrund
durch unspezifische Adhasion der Liposomen hervorrufen. Die Anwendung einer Losung von
2 % Saccharose, 0,1 % BSA und 0,9 % NaCl zum Absattigen unspezifischer Bindungsstellen

hatte keinen Effekt auf die Qualitdt der MelRergebnisse. Die Hohe und das Verhaltnis der in
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dargestellten Fluoreszenzsignale veranderten sich nicht, wenn Gelatine (0,01 %

in PBS) als Blockierungsreagenz eingesetzt wurde.

200

160 T

120 7

80 7

Fluoreszenz (cps)
1

40 1

Fluoreszenz der
zugegebenen
Liposomen

Abbildung 48: Darstellung der Fluoreszenzergebnisse. Liposomen mit Gb4Cer (m) und Kontroll-
liposomen ohne Glycolipid (m). Integrationszeit: 1 sec; Mittelwert und Standardabweichung aus

Dreifachbestimmung. Zugegebene Liposomenmenge: 14 nmol Lipid / Loch.

In den Fluoreszenz-Experimenten wurde keine direkte Kapsid / Globosid-Bindung detektiert
(Abbildung 48]. Die verbleibende Fluoreszenz des kompletten Testansatzes war so gering wie
in den Kontrollansatzen ohne Kapside oder Antikérper. Die Variation der Zahl der Waschschritte
nach Liposomeninkubation (einmal bis viermal Waschen) ergab keine Anderung in der Signal-
hohe. Die fehlende Bindungsaktivitat wurde vorerst dadurch erklart, da die Sensitivitat der
Methode zu gering war, um einen Kontakt nachzuweisen. Aber auch bei Vermessung der
Proben im sensitiveren Fluorimeter wurden keine Unterschiede, weder im Uberstand der Lipo-

someninkubation noch in den resuspendierten ,gebundenen® Liposomenproben registriert.

Bindungsstudien auf der Basis radioaktiv-markierter rekombinanter Proteinkapside: Als
Konsequenz wurde die Sensitivitdt durch die Etablierung eines Festphasenassays mit radio-
aktiv-markierten Kapsiden erhoht. Das Testprinzip ist in fbbildung 49]dargestellt. Eine Poly-
styrenoberflache einer Mikrotiterplatte wurde mit Globosid oder einem Kontrollipid beschichtet.
Nach dem Abblocken unspezifischer Bindungsstellen mit 3 % BSA wurden '*°l-markierte
Proteinkapside zugegeben und bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kapsidfraktion wurde gege-
benenfalls mit Kompetitor vorinkubiert. Die nach mehrmaligem Waschen in den Léchern

verbliebene Radioaktivitdt wurde im Gamma-Counter quantifiziert.
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Tyr-1125
Kompetitor % VP2-Kapsid
Glycolipid
Abbildung 49: Versuchsprinzip des
NUNC Polysorp Festphasen-Bindungsassays mit radio-
Plastikoberflache

aktiv-markierten Proteinkapsiden.

Eine Mikrotiterplatte wurde in Anlehnung an Brown et al. Uber Nacht mit 3,7 nmol Globosid pro
Loch in methanolischer Lésung beschichtet und das Lésungsmittel im Ekksikator zur Trockne
eingeengt (Brown et al., 1993). Um sicherzustellen, dafy Gb4Cer dabei stabil an der Kunststoff-
oberflache der Polysorp Immunoll Platte immobilisiert wurde und um zu testen, ob der Globo-
tetraoseanteil fir Interaktionen zuganglich ist, wurde der spezifische Antikérper MC-631 nach
dem ELISA-Prinzip zum Nachweis eingesetzt. Der monoklonale Antikérper MC-631 ist gegen
das Kohlenhydratepitop SSEA-3 von Mausembryonen gerichtet, zeigt aber eine hohe Kreuz-
reaktivitdt mit Globotetraose, dem Zuckeranteil von Globosid (Kannagi et al., 1983). Bei diesen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dal} die Beschichtungstemperatur (4°C bis 70°C)
keinen Einflul auf die Immunreaktivitdt, respektive Menge der erkannten Zuckerregion hat,
allerdings war das Hintergrundsignal der nur mit Methanol behandelten Kunststoffoberflache bei
niedrigen Temperaturen am geringsten. Das beste Signal/Hintergrundverhaltnis konnte im
Vergleich verschiedener Blockierungsmittel mit BSA erreicht werden. Die Reduktion des Signals
auf Hintergrundniveau bei Einsatz von 0,05 % Tween 20 verdeutlichte neben dem Nachweis
der Zuganglichkeit von Globotetraose durch Antikérper, dall die Glycolipid-Immobilisierung an
der Kunststoffoberflache tiber Wechselwirkungen mit dem Lipidanteil realisiert wurde. Die Héhe
des globosidspezifischen Signals wurde nicht durch die Dauer (5 min bis 1,5 h) der Wasch-
schritte beeinflul3t. Das bedeutete, dall bei einer einstindigen Kapsidinkubationen keine oder

keine nachweisbare Schadigung der immobilisierten Globosidschicht zu erwarten war.

Nach Abschlufd dieser Vorversuche zur Stabilitat der Glycolipidschicht wurden in weiteren Ver-
suchen radioaktiv-markierte rekombinante Proteinkapside mit Globosid oder Kontrollglyco-
lipiden inkubiert. Den immobilisierten Substanzen wurden 274 fmol rekombinantes VP2-Kapsid
pro Vertiefung prasentiert. Die Kapside wurden durch lodinierung der Tyrosine mit lod-125

125

radioaktiv markiert und das Uberschissige freie Natrium-“"lodid in der Gelfiltration abgetrennt

(Abbildung 50].
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Abbildung 50: Verteilung VP2-posi-

Fraktion tiver Fraktionen nach radioaktiver
kD 1 2 3 4 5 6 7 8 Markierung im Elutionsprofil von
250 — | Gelffiltrationsfertigsdulen. Die VP2-
188 — - haltigen Fraktionen 3 und 4 entspra-
;g : ; i ] <« VP2 chen 'den am stérksten radioaktiven
Fraktionen.
37 — |=
200 uyl  Elutionsfraktionen;, 10 %
25— SDS-PAA-Gel, coomassiegeférbt.

Als Positivkontrolle fur die Erkennung der markierten rekombinanten Kapside wurde der
kapsidspezifische Antikorper 860-55D an der NUNC PolySorp-Oberflache immobilisiert. Pro Ver-
tiefung einer 96-well ELISA-Platte wurden 1300 fmol Antikérper in einem Volumen von 100 pl
pipettiert. Von der Beschichtungslésung werden 64,7 mm? Kunststoffoberflache bedeckt. Vor
der Versuchsdurchfiihrung wurde eine geometrische Abschatzung der Bindekapazitat durch-
gefihrt. Fir die optimale Packung linsenférmiger spheroider Immunglobuline G (15 x 3 nm) als
dichter Monolayer an eine NUNC MaxiSorp-Oberflache wurde bei aufrechter Bindung der Anti-
koérpermolekiile eine maximale Bindekapazitat der Oberflache von 650 ng/cm? kalkuliert (Esser,
2001). Die hier verwendete PolySorp-Oberflache ist allerdings fur die Ausbildung hydrophober
Bindungen, d.h. fir die Bindung von Lipiden und Lipoproteinen optimiert und sollte daher eine
verminderte Bindekapazitat fir Proteine aufweisen. Zusatzlich muld beachtet werden, dal} sich
an der der Antigenbindestelle entgegengesetzten Seite der schweren Ketten von IgG hydrophile
Kohlenhydratstrukturen befinden, die die bevorzugte Adsorption der antigenerkennenden Seite
des Antikorpermolekiils an die Kunststoffoberflache verursachen kénnen. Dadurch wird die
Menge reaktiver Antigenstrukturen an der Oberflache weiter eingeschrankt. Entsprechende
Versuche zeigten, dall die Bindekapazitdt an PolySorp im Vergleich zu MaxiSorp auf
220 ng/cm? eingeschrankt wurde (Esser, 2001). Aus diesen Werten kann die Prasentation von
maximal 950 fmol reaktionsfahigem Antikdrper 860-55D pro Loch der ELISA-Platte kalkuliert

werden, vorausgesetzt die gesamte IgG-Fraktion ist intakt.

Eine ahnliche Mengenkalkulation wurde fiir die Immobilisierung von Glycolipid durchgefiihrt.
Aufgrund der oben dargestellten Eigenschaften der verwendeten PolySorp-Oberflache sollte die
Prasentation des Kohlenhydratanteils zum Medium stark bevorzugt sein. Fur die theoretischen
Berechnungen zur mdéglichen maximalen Kapsidbindung an Globosid wurde vorausgesetzt, daf}
der Kopfgruppenflachenbedarf von Globotetraose gleich dem von Phospholipiden, d.h. 0,7 nm?,
ist (Stryer, 1991). Die theoretische Dichtepackung globularer Molekile erfordert aus geometri-
schen Griinden die Einbeziehung des Faktors 2/\3 in die Kalkulation des Flichenbedarfs eines
Molekils (Esser, 2001). Daher wurde der Wert 0,7 auf 0,81 nm? korrigiert. Pro Vertiefung einer
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96-well ELISA-Platte wurden ca. 4x10° fmol Glycolipid bzw. Lipid in einem Volumen von 100 pl
pipettiert. Durch einen optimal gepackten Globosid-Monolayer kdnnen davon ungefahr 1,3 x
10° fmol Globotetraose présentiert werden. Eine optimale Kapsidpackung (Durchmesser 26 nm)
ermoglicht die Bindung von maximal 176 fmol Kapsid, d.h. von 64 % der eingesetzten Kapsid-
menge. Auch wenn infolge suboptimaler Prasentation z.B. durch Hydratisierung nur 10 % der
Globotetraose zuganglich bleiben, steht der maximalen moglichen Kapsidbeladung von
176 fmol Kapsid in dem etablierten System ein 74-facher UberschuR an mdglichen Rezeptor-

molekilen gegeniber.

Wie in ersichtlich wurden die Kapside durch den immobilisierten Antikorper
erkannt und circa 12 fmol Kapsid pro Loch gebunden. Das sind ungefahr 7 % der theoretischen
maximalen Bindekapazitat. In den experimentellen Ansatzen zur Glycolipidbindung verblieb
weniger als 1 % der zugegebenen Radioaktivitat in den ReaktionsgefaRen (Abbildung 51). Es
konnte keine spezifische Bindung an ein Glycolipid nachgewiesen werden. Unter der Annahme,
daf} die geringen Signale vielleicht spezifische Bindung darstellen kénnten, wurden die Signal-

verhaltnisse in weiteren Versuchen tberprift.

14
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0,4 -
031 Abbildung 51: Bindung radioaktiv-
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0,0 RS A . ; fischen Antikérper 860-55D.

gebundene Kapsidmenge
pro Loch (fmol)

29 N S N 0 Q0
F PP K F
» $e) %) © O 2 Z ; .
Q0" AQ Q0 ¢ ugegebene Kapsidmenge: 274 fmol
O O O .\Q}O < &

* (= 16,4 pmol VP2) pro Loch; 3- bis 6-
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Der Vergleich von verschiedenen Blockierungsreagenzien im Komplettassay zeigte wenig
Signalunterschiede. Bei BSA war das Hintergrundsignal etwas geringer und eine scheinbare
Tendenz der verstarkten Bindung an Globosid wurde beobachtet (Abbildung 52).

Die Bindungssignale waren sehr gering und die Bindungsverhaltnisse zwischen immobilisiertem
Globosid und Globotriaosylceramid schwankten im Vergleich mehrerer unabhangiger experi-

menteller Ansatze sehr stark.
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Abbildung 52: Bindung radioaktiv-
markierter VP2-Kapside an immobi-
lisiertes Gb4Cer (m), Gb3Cer (n) und
an die mit MeOH-behandelte Poly-
Sorp-Kunststoffoberfliche () in

N

Abhéngigkeit von dem eingesetzten

Blockierungsreagenz.

N
s

(A) 3% BSA und (B 1,5%
BSA /0,01 % Gelatine. Zugegebene

0 - Kapsidmenge: 274 fmol (= 16,4 pmol
A B

gebundene Kapsidmenge
pro Loch (fmol)

VP2) pro Loch; 6-fache Bestimmung.

Diese MelR3werte verstarkten die Vermutung, dall die gemessenen Signale das Resultat unspe-
zifischer Wechselwirkungen der Kapside mit Lipid, BSA oder der Trageroberflache waren,

wenngleich eine geringe Tendenz zu erhohter Bindung an Gb4Cer zu beobachten war

(Abbildung 53).

N

—
L

gebundene Kapsidmenge
pro Loch (fmol)

" P

A B D

Abbildung 53: Vergleich der Bindung radioaktiv-markierter VP2-Kapside an immobilisiertes (m)
Gb4Cer, (») Gb3Cer und an () die mit MeOH-behandelte Kunststoffoberfldche in unabhéngi-
gen Versuchsansétzen. Présentierte Kapsidmenge: (A) 140 fmol und (B) — (E) 274 fmol VP2-
Kapsid; 3- bis 6-fache Bestimmung.

Die Resultate weiterer Experimente zeigten aber, dafl® diese Bindung tatsachlich unspezifisch
war. Zum einen wurden keine Unterschiede in der Bindung von heterogenen VP1/VP2-Kapsi-
den an Globosid und Globotriaosylceramid beobachtet (. Zum anderen wurde das
gemessene Signal nahe dem Hintergrundniveau nicht signifikant durch Waschschritte
beeinflulRt, was bei eine schwachen unspezifischen Interaktion, die die Bindung von nur 1 % der

Kapside verursacht, zu erwarten ist. Es wurde deutlich, dal} von einem bis vier Waschschritten
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die Abweichungen in der Signalhdhe zwischen Mehrfachbestimmungen verkleinert wurden. Die
beobachteten Signalverringerungen waren nicht selektiv, d.h. das Hintergrundsignal wurde in
gleichem Ausmal beeinfluRt wie die Interaktionssignale mit Glycolipid. Zwischen viermaligem
und achtmaligem Waschen konnten keinerlei Unterschiede in den gemessenen Signalhdhen

und Standardabweichungen beobachtet werden.

Abbildung 54: Bindung radioaktiv-

o 3 markierter Kapside an Gb4Cer (m),
& Gb3Cer (m) und an die mit MeOH-
é ‘_ED 21 behandelte Kunststoffoberflédche ().
o 9 Graph (A) Homogene VP2-Kapside
g g T und (B) heterogene VP1/VP2-
% ’—7—‘ - ’—'—‘ ’_[_‘ Kapside. Zugegebene Kapsidmenge:
© 0 - S I i 274 fmol (= 16,4 pmol VP2) pro
A B

Loch; 6-fache Bestimmung.

Das Signal des VP2-Kapsid / Globosid-Kontaktes konnte in Kompetitionsexperimenten nicht
durch Hamagglutinations-inhibierende mikromolare Mengen Globosid (Abbildung 55]) oder
millimolaren Mengen monomerer Globotetraose SN1 beeinfluit werden. Die geringe Signal-
reduktion war nicht spezifisch, wie die Kompetitionsversuche mit einer Verdinnungsreihe von
SN1 zeigten und war auch in der Kontrolle mit Globotriaosylceramid zu beobachten (Bbbildung |
55B).

N

-
L

gebundene Kapsidmenge
pro Loch (fmol)

0 L d
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Abbildung 55: Kompetitorischer Einflul3 von (A) Globosid und (B) monomere Globotetraose SN1
auf die Bindung radioaktiv-markierter Kapside an immobilisiertes Gb4Cer (m) und Gb3Cer (m).
Zugegebene Kapsidmenge: 274 fmol (= 16,4 pmol VP2) pro Loch; 6-fache Bestimmung.

117



Charakterisierung der Glycolipid—Kapsid—Interaktion

In dem Festphasen-Bindungstest auf Basis '%°

I-markierter Kapside konnte keine spezifische
Bindung von rekombinanten B19-Proteinkapsiden an Globosid nachgewiesen werden. Eine
Zerstérung der Kapside durch die Markierungsmethode ist sehr unwahrscheinlich. Die Kapside
wurden unter milden Bedingungen markiert, in der Gelfiltration befand sich die VP2-positive,
radioaktive Fraktion im Ausschlu3volumen, wie fir die grolRen Kapside erwartet und bei Inkuba-
tion mit dem kapsidspezifischen Antikérper 860-55D konnte wie oben beschrieben ein eindeu-
tiges Signal registriert werden. Die Kapside wurden auch erkannt, wenn 860-55D an einer

PVDF-Membran immobilisiert wurde. '%°

I-markierte Virus-Proteinkapside wurde zum Beispiel
erfolgreich in Rezeptor-Screening-Experimenten fiir das Aleutian Mink Disease Parvovirus
eingesetzt (Fox & Bloom, 1999). Zudem konnte auch im fluoreszenzbasierten Assay, in dem
nicht-modifizierte Proteinkapside eingesetzt wurden, keine Bindung gezeigt werden. Moglicher-
weise kann eine Bindung durch zu starke Hydratisierung der Lipidschicht verhindert werden.
Das an der Kunststoffoberflache immobilisierte Globosid wurde aber in Vorversuchen durch den

Globotetraose-spezifischen Antikbrper MC-631 erkannt.

Die hier beobachtete Situation steht scheinbar in Gegensatz zu den von Brown et al. in einem
Festphasenassay gewonnenen Daten (Brown etal, 1993). Dies war insbesondere Uber-
raschend, da sich die Testsysteme grundséatzlich nur in der Signalgewinnung unterscheiden und
das in der hier vorliegenden Arbeit verwendete System sogar eine direkte Quantifizierung der
Bindung ohne weitere Inkubationsschritte erlaubt. In den Versuchen von Brown wurden
137 fmol VP2-Kapsid einer in gleicher Weise wie in dieser Arbeit immobilisierten Glycolipid-
schicht prasentiert und anschlieBend in einem Sandwichverfahren mit zwei spezifischen Anti-
korpern detektiert. Der sekundare Antikdrper war mit lod-125 markiert. Das detektierte Signal
erreichte bei Zugabe von 205 fmol Kapsid die Sattigung und lag circa 5-fach Uber der Kontrolle.
Es wurden keine Angaben zur Menge des gebundenen Proteins gemacht. Die angegebenen
Signalhdhen in Text und Abbildung sind nicht einheitlich und eine Positivkontrolle mit direkt
absorbiertem VP2 fehlt ebenso wie die Negativkontrolle mit einem strukturell verschiedenen

Glycolipid mit ahnlichen physikalischen Eigenschaften, z.B. asialo-GM1.

4.3.3 Surface Plasmon Resonance und Mikrokalorimetrie

Um die Ergebnisse des fluoreszenz-basierten Bindungsassays und des Festphasenassays mit
radioaktiv-markierten Kapsiden zu verifizieren, wurde eine Biosensortechnik, die Oberflachen-
Plasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR) eingesetzt. Die Methode beruht auf der
totalen internen Reflektion und der kollektiven Oszillation von Elektronen in der oberflachen-
nahen Region verschiedener Metalle, wie Gold und Aluminium. Die von einer externen Licht-
quelle ausgehende optische Welle entwickelt sich entlang der Grenzflache zwischen dem Metall

und dem umgebenden Medium, Puffer usw. und wird durch Anderungen des Refraktions-
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indexes nahe der Metalloberflache beeinflult. Die Technik ermdglicht die Analyse von

Bindungsgleichgewichten und —kinetiken.

Membranrezeptoren beinhalten hydrophobe Doméanen und kénnen veranderte Tertidrstrukturen
und Bindungsaffinitdten in Losung relativ zu denen in Membranumgebung aufweisen. Der
Aufbau von unterstitzten Lipiddoppelschichten erlaubt die Analyse von membranassoziierten
Liganden-Rezeptor-Interaktionen in einem Modellsystem, das der native Membranumgebung
ahnelt. Auf dem Pioneer L1 Biosensorchip wird die Lipidschicht durch Lipidvesikel aufgebaut,
die in Kontakt mit den die Carboxymethyldextranoberfliche modifizierenden, lipophilen
Substanzen kommen (liposome capture technique) und eine chemisch und physikalisch stabile
Umgebung bilden. Die Liposomen werden immobilisiert und, da Molekule in der Lipidschicht
mobil sind, ist auch die Rezeptorclusterung und daher die Analyse kooperativer Interaktionen
maoglich. Kontrovers sind die Ergebnisse von atomic force measurements und Fluoreszenz-
mikroskopie hinsichtlich der Frage, ob die Lipidoberflache durch intakte Lipidvesikel oder durch
eine kontinuierliche Lipidschicht nach Liposomenfusion gebildet wird (Cooper et al., 2000; Erb
et al., 2000).

L1 Pioneer-Chip

mit lipophilen Substanzen

@@@ modifizierte Dextranschicht

Liposomen

aﬁﬁﬂ@ﬂﬂ@ﬁ@ﬂmﬁ?

Glycolipid

VP2-Kapside

Abbildung 56: Surface Plasmon Resonance (SPR) an Lipidschichten - Versuchsprinzip.

Im Gegensatz zu Mikrotiterplatten- und Dinnschichtchromatographie-Bindungsassays erlaubt
die SPR/ Liposomen-Methodik die Echtzeitanalyse einer Proteinbindung ohne die Notwendig-
keit der Markierung von Adhasin oder Rezeptor. Im SPR-System wurde zum Beispiel die
Bindung von Choleratoxin an Monosialo-Gangliosid Gy, demonstriert und Bindungsaffinitaten
ermittelt, die denen mit anderen Methoden gewonnenen Daten entsprachen. In einer

Gw1/POPC-Mischung mit einem molaren Verhaltnis von 1:4 konnte keine Phasenseparation
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beobachtet werden. Die Konzentration von Gy in der Membran hatte kaum Einflul auf die
Bindekapazitat fir Choleratoxin (Terrettaz et al., 1993; Cooper et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Glycosphingolipide mittels einer an einem
Pioneer L1 Biosensorchip rekonstituierten POPC-Lipidschicht prasentiert. Das molare
Verhaltnis von Glykolipid zu POPC betrug 1:6. Das entspricht einem Glycolipidgehalt von circa
15 %. Im Referenzkanal wurde eine reine POPC-Lipidschicht aufgebaut (Abbildung 56.

Um sicherzustellen, da der Kohlenhydratanteil an der Lipidschicht zuganglich ist, wurde eine
Lésung des Antikorpers MC-631 in das System injiziert. Der monoklonale Antikérper MC-631
reagiert spezifisch mit Globotetraose, dem Zuckeranteil von Globosid. Wie in
gezeigt, erzeugte die Antikdrperinjektion zu einem Gb4Cer prasentierenden Lipidschicht ein
deutliches Bindungssignal und eine Dissoziationskinetik. Mit den Kontrollsubstanzen Globo-
triaosyl- und Globopentaosylceramid konnte erwartungsgemafly kein Positivsignal registriert
werden. Diese Ergebnisse zeigten, dal® der Zuckeranteil von Globosid an der Lipidschicht
zuganglich ist. Aus der Zuganglichkeit der Globotetraose konnte geschlossen werden, dafl auch
die Zuckeranteile der anderen Glycolipide an der Oberflache der Lipidschicht prasentiert

werden.

Abbildung 57: Nachweis der Prdsen-

tation und  Zugénglichkeit von

100 Globotetraose an der Lipidschicht
* mittels des  globosidspezifischen
~A Antikérpers MC-631.

80 1

Présentiertes Glycolipid in POPC-
Schicht  (1:10):  Gb4Cer (--),
Gb3Cer (-+-) und GbbCer (—).
Injektionsstart und -ende sind durch

relative Einheiten

Pfeile markiert. Messung gegen

6 1.00 éoo 3Ioo 4'00 POPC als Referenz; Injektions-
Zeit (sec) dauer: 3 min.

Um die Kapsidbindung an Glycolipide zu messen, wurden mehrere Volumina einer VP2-
Kapsidlésung bekannter Konzentration in das Glycolipid-prasentierende System injiziert und
optisch iberwacht. BSA hat eine starke Tendenz an hydrophobe und auch an hydrophile Ober-
flachen zu binden und wurde daher als Kontrollsubstanz zum Ausschlull unspezifischer
Bindungen herangezogen. Zum Vergleich wurde neben Aliquots einer 3 yM BSA-L&sung auch
Laufpuffer injiziert. Wie in Abbildung 58] dargestellt, konnte keine spezifische Bindung der
Kapside an Globosid detektiert werden. Die Kapsidsignale befanden sich auf dem Hintergrund-
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niveau der Pufferinjektion und waren sogar geringer als die durch die unspezifische BSA-
Bindung hervorgerufenen Signalanderungen.

relative Einheiten

0 100 200 300 400

Zeit (sec)

Abbildung 58: SPR an glycolipidprésentierenden Lipidschichten in Gegenwart zweiwertiger
lonen. Graph (A) Gb4Cer, (B) Gb3Cer, (C) asialo-GM1 und (D) Gb5Cer. Injizierte Lésung:
0,33 nM VP2-Kapsid (—), 20,83 nM VP2-Kapsid (—-), 3 uM BSA (-—-) und Laufpuffer (-----).
Injektionsstart und -ende sind durch Pfeile markiert. Messung gegen POPC als Referenz; Injek-

tionsdauer: 3 min.
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Der Verzicht auf die zweiwertigen lonen Magnesium und Calcium im Puffersystem hatte keinen

Einfluld auf die Ergebnisse.

Zur weiteren Bestatigung wurde eine zusatzliche Methode zur direkten Messung des Kapsid /
Globosid-Kontaktes herangezogen, die Mikrokalorimetrie. Mit dieser Methode kdnnen
Bindungswarmen gemessen und die freie Energie einer Interaktion bestimmt werden, wenn
diese mit einem Warmeeffekt verbunden ist. Die meisten Protein-Protein und Protein-Liganden-
Wechselwirkungen sind mit einer Warmeabsorption oder —freisetzung verbunden. Das aufge-
zeichnete Signal in der Mikrokalorimetrie ist die elektrische Leistung, die von dem Instrument
bendtigt wird, um die Zelltemperatur relativ zu einer Referenzzelle mit Puffer konstant zu halten.
In der Probenzelle wurde eine Lésung von VP2-Kapsiden mit festen Volumina einer Glycolipid-
suspension titriert. Zur Beschreibung des Kapsid / Globosid-Kontaktes wurden drei verschie-
dene Systeme betrachtet. Zum einen wurden rekombinante VP2-Kapside mit in PBS resuspen-
dierten Globosid titriert. Zur Kontrolle wurde Globosid in eine Tailspike-Proteinlosung ftitriert.
Dieses Protein ist ein Bakteriophagen-Protein, das spezifisch an ein nicht-verwandtes Octa-
saccharid, das O-Antigen 9.12 der Salmonella-Serogruppe D1 bindet (Baxa et al., 2001). Als

weitere Kontrolle wurde Globotriaosylceramid zu VP2-Kapsiden titriert.

o 02 -

S

o

S ° ° o
> o)

0] - eoolA @ AAo o o
o 0.0 AL op0 skéas ﬁﬁg 4 o

c ® o [e] o
[0) N o O Se]

5 2, ®

= (o]

N 02 -

= U A9

©° - o

S

~

= -04 - °

Q

X

T T T T T T T T T T T T T

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

molares Verhaltnis (Glycolipid pro Proteinuntereinheit)

Abbildung 59: Mikrokalorimetrie. Titration Gb4Cer zu VP2-Kapsiden (e), Gb4Cer zu Tailspike-
Protein (A) und Gb3Cer zu VP2-Kapsiden (o).

An dem Verlauf der Kurven wurde keine spezifische Bindung von Globosid an VP2-Kapside
sichtbar (Abbildung 59). Bei einer spezifischen Bindung kénnte man Bindungswarmen von

mindestens -5 bis -10 Kilokalorien pro Mol Ligand erwarten. Das AH der Bindung von Tailspike-
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Protein an sein spezifischen Liganden, ein Octamer betragt z.B. -14,3 kcal/mol (Baxa et al.,
2001).

Entsprechend den Resultaten der vorhergehenden direkten Studien in Festphasen-Bindungs-
assays wurden auch mit der hochsensitiven Biosensortechnik und der Mikrokalorimetrie keine

Hinweise auf eine spezifische Parvovirus B19 / Globosid-Interaktion gefunden.

4.4 Nachweis moglicher Proteinrezeptoren von Parvovirus B19

Globosid ist auf der Oberflache vieler Zelltypen nachweisbar. Die Bindung an dieses Glycolipid
erklart also nicht den ausgepragten Zelltropismus von Parvovirus B19. Fir die Erkennung und
spezifische Infektion permissiver Zellen sollten daher noch andere Faktoren ausschlaggebend
sein. Neben der Rolle von Kerntransport oder intrazellularer Faktoren ist auch das Vorhanden-
sein anderer oder zusatzlicher Rezeptormoleklle an der Zielzelloberflache denkbar. Daher

wurden erste Untersuchungen zur Identifizierung potentieller Corezeptoren durchgefiihrt.

Der initiale Schritt der Infektion einer Zielzelle ist die spezifische Interaktion des Viruskapsids
mit Zelloberflachenstrukturen. Globosid scheint nach den in dieser Arbeit erhaltenen Daten
keine feste Bindung von Parvovirus B19 an die Zielzelle zu vermitteln und kommt damit nicht
als singuldres Rezeptormolekll in Frage. Offensichtlich sind noch andere Molekule an der
Erkennung und Etablierung der Infektion beteiligt. Da Virusadsorption in vielen Fallen durch
Proteine auf der Zelloberflache vermittelt wird, wurden zur Identifizierung mdoglicher anderer
Rezeptormolekiile Membranproteinfraktionen verschiedener Zellinien mittels gelelektrophore-
tischer Methoden aufgetrennt. Nach Transfer der Proteine auf eine PVDF-Membran und Ent-
fernung der denaturierenden Agenzien SDS und Methanol wurden die immobilisierten Proteine
mit radioaktiv-markierten, rekombinanten Proteinkapsiden inkubiert (virus-overlay protein
binding assay, VOPBA). Diese Methode ist ein etabliertes System zum Rezeptor-Screening in
komplexen Proteingemischen. So konnte zum Beispiel die spezifische Bindung der Gruppe B-
Serotypen von Coxsackievirus an ein 100 kD-Protein aus Membranproteinextrakten permissiver
Zellen gezeigt, aVR5-Integrin (100 kD) als Corezeptor von AAV-2 oder Glycophorin A (78,5 kD)
als Bindeprotein des Bovinen Parvovirus identifiziert werden (de Verdugo et al., 1995; Thacker
& Johnson, 1998; Summerford et al., 1999). Mit '*°Il-markierten Proteinkapsiden wurde ein
ungefahr 67 kD groflen Zelloberflachenprotein aus Leberzellen gefunden, an das das Aleutian

Mink Disease Parvovirus spezifisch bindet (Fox & Bloom, 1999).

Problematisch fir die Suche nach B19-spezifischen Proteinrezeptoren war, wie bereits mehr-
fach angesprochen, die Nichtverfligbarkeit eines gesicherten Zellkultursystems und der offen-
sichtlich ausgepragte Tropismus von Parvovirus B19 flir stark replizierende Zellen eines

bestimmten erythroiden Differenzierungsstadiums. Die B19-infizierbaren in vitro-Systeme, wie
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Knochenmarkszellen oder mittels Erythropoietin zur erythroiden Differenzierung induzierbare
Zellinien, enthalten die permissive Zellen nicht in Reinkultur. Als Ausgangsmaterial fur die
Rezeptorsuche wurde in dieser Arbeit zum einen die Megakaryocyten-Zellinie MB-02 aus-
gewahlt. Diese humane, leukdmische Zellinie kann durch Erythropoietin zur erythroiden
Differenzierung und damit zu fir Parvovirus B19 permissiven Differenzierungsstadien stimuliert
werden (Munshi et al., 1993). Fur die hier gezeigten Untersuchungen wurden die MB-02-Zellen
drei bis flunf Tage mit Erythropoietin (EPO) stimuliert. Als Vergleichsmaterial wurde die erythro-
leukamische Zellinie K562 herangezogen (Lozzio & Lozzio, 1975). Diese Zellpopulation ist weit-
gehend undifferenziert und gehért zur Granulocytenlinie. Die K562-Blasten sind multipotente,
hamatopoetisch maligne Zellen, die spontan zu Vorldufern von Erythrocyten, Granulocyten und
Monocyten differenzieren (Lozzio et al., 1981). Auf K562-Zellen konnten kein oder nur geringe
Mengen Globosid nachgewiesen werden und die B19-Proteinkapsid-induzierte Hamaggluti-
nation konnte durch Membranextrakte der Zellen nicht inhibiert werden (dem Borne et al., 1986;
Brown et al., 1993; Weigel-Kelley et al., 2001). Die als Negativkontrolle verwendete Hela S3-
Zellinie ist ein an das Wachstum in Suspensionskultur adaptierter Klon der urspriinglichen aus
einem humanen Cervix-Karzinom etablierten HelLa-Zellinie (Puck et al., 1956). Die Zellinien
wurden kultiviert und gegebenenfalls zur Differenzierung stimuliert. Aus den Zellen wurden

Membranproteinfraktionen (Memfrac) angereichert oder das Zell-Lysat als Gesamtprotein-

fraktion eingesetzt (w.

kD Abbildung  60:  Kontrollgel  zur
205 — Membranproteinanreicherung am
116 — Beispiel K5662.
97,4 —
66 — Spur (1) HMW, (2) Gesamtlysat, (3)
Uberstand und (4) Pellet der low
45 — speed-Zentrifugation, (5) Uberstand
und (6) Pellet der Ultrazentrifugation
29 — : (Memfrac), (7) LMW. 10 % SDS-
PAA-Gel, coomassiegefarbt.

Nach Auftrennung der Proteinproben in der eindimensionalen SDS-PAGE unter nichtredu-
zierenden Bedingungen wurden die Proteine auf eine immobilisierende Membran transferiert
und in einem komplexen Puffersystem renaturiert. Die Membranen wurden dann mit 129
markierten Kapsiden inkubiert und die gebundene Radioaktivitdt nach mehreren Waschschritten
audioradiographisch nachgewiesen. Es wurden vier unabhangige Versuche mit VP2-Kapsiden
durchgefihrt, wobei der Vernetzungsgrad der proteinseparierenden Gele von 8 bis 15 % variiert

wurde und Proteinfraktionen aus zwei unabhdngigen Préparationen aufgetrennt wurden.
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Reprasentativ sind in i die Versuchsergebnisse nach Auftrennung in einem 10 %-
igen Polyacrylamidgel und Inkubation der Membran mit markierten homogenen VP2- oder
heterogenen VP1/VP2-Kapsiden dargestellt. Die Funktionalitdt des Versuchsystems wurde
durch die Bindung der radioaktiven Kapside an den kapsidspezifischen Antikdrper 860-55D und
einen VP2-spezifischen Antikérper bestatigt. Erwartungsgemaf erfolgte keine Bindung der
Kapside an einen gegen das Nichtstrukturprotein NS1 gerichteten Antikérper. In den Experi-
menten wurden in den Proteinextrakten finf prominente kapsidbindende Proteine zwischen 30
und 100 kD reproduzierbar nachgewiesen. Diese Proteine waren konstitutiv in allen getesteten
Zellinien nachweisbar und sind daher nicht zelltypspezifisch. Durch Erythropoietin wurde
scheinbar eine hohere Expression des 30- und 45 kD-Proteins in MB-02-Zellen induziert. Die
starkste Bindung wurde an das 50 kD groRe Protein beobachtet. Die Reproduzierbarkeit der
Banden lie3 vermuten, dal® es sich um spezifische Bindungsaktivitdten handelte. Die in der
Abbildung erkennbaren Banden bei 52 und 102 kD konnten nicht in allen Versuchen sicher
detektiert werden. Im Bereich kleiner 37 kD wurde die Audioradiographie nach Mischkapsid-
inkubation nicht bewertet, da das Hintergrundsignal hier infolge eines experimentellen Fehlers

beim Waschen zu hoch war.

Abbildung 61: 1D-VOPBA unter nicht-

reduzierenden Bedingungen.

Bild (A) 10 % SDS-PAA-Gel,
coomassiegefarbt, (B) BioMax MS-Film,

kD 123
B Audioradiographie der PVDF-Membran
%55_)8 — nach Inkubation mit 5,5 pmol "*°I-VP2-
100 — <« 98 Kapsid (3,3x 10°com) bzw. (C) mit
75 — : circa 0,8 pmol "*°I-VP1/VP2-Kapsid,
50 — B b« 50 - 48 hp.i. (2,7 x 10° com) in 100 ml
|45 i i
37 - 37 I Renaturierungspuffer, 4 h bei RT. Spur
g 3 W30 8 (1) 50 ug HelLa S3, Memfrac, (2) 50 ug
e ' ? MB-02, Memfrac und (3) 50ug 3d
25 - O
r EPO-stimulierte MB-02, Memfrac.

Kontrollen: (4) 860-55D, (5) a-VP2-IgG
und (6) a-NS1 14-24D1 mit VP2-
Kapsiden.

Kontrollen

Die vorangegangenen Bindungsexperimente zum Nachweis der Kapsid-Globosid-Interaktion
lassen vermuten, dall Gb4Cer moglicherweise im Komplex mit einem weiteren Rezeptor-
molekil, zum Beispiel einem Protein, erkannt wird. Sollte das der Fall sein, kdnnte die Inkuba-

tion der ,renaturierten Proteine mit Globosid zu einer Verstarkung der Bindung oder zur Identi-
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fizierung zusatzliche Proteinbanden fiihren. Wie in W gezeigt, konnten nach
Vorinkubation der Protein-immobilisierenden Membran mit Globosid (0,74 nM; 1 h bei RT) keine
zusatzlichen prominenten Banden identifiziert werden, abgesehen von einem 75 kD grof3en
Protein ausschlieBlich im Gesamtlysat von Hela S3-Zellen, das in den Versuchen ohne
Globosid-Inkubation nicht detektiert wurde. Alle vorher reproduzierbaren Banden mit Ausnahme
des 37 kD-Proteins, das sowohl im Gesamtlysat von induzierten MB-02- als auch von HelLa S3-
Zellen markiert wurde, waren nicht mehr sichtbar. In den experimentellen Ansatzen ohne
Globosid-Inkubation war die 37 kD-Bande im Gesamtlysat deutlich starker ausgepragt als in
den Membranproteinproben. Es kénnte sich um ein intrazellulares, 16sliches oder aber ein leicht
extrahierbares, membran-assoziiertes Protein handeln, dessen Erkennung durch Globosid ver-
bessert bzw. nicht kompetitorisch beeinflult wird. Nur sehr schwach ist im Gesamtlysat der
Erythropoietin-induzierten MB-02 die 45 kD-Bande erkennbar. Ob die Kompetition der Protein-
banden durch Gb4Cer spezifisch ist, mufd in weiteren Experimenten im Vergleich zu anderen
Glycolipiden geklart werden.

kb 1 2 3 4 56 78
250 — [ "‘
150 —
100 —| .
<+ 45
» L <« 37

25 — -
15/10 =|A e - - _—

9 10 1

Kontrolle . : ’

Abbildung 62: 1D-VOPBA unter nicht-reduzierenden Bedingungen nach Gb4Cer-Vorinkubation.
BioMax MS-Film, Audioradiographie der PVDF-Membran nach Inkubation mit 23 pmol "?°I-VP2-
Kapsid in 100 ml Renaturierungspuffer, 4 h bei RT. Spur (1) MB-02, Gesamtlysat, (2) MB-02,
Memfrac, (3) 3 d EPO-stimulierte MB-02, Gesamtlysat, (4) 3 d EPO-stimulierte MB-02, Memfrac,
(5) HelLa S3, Gesamtlysat, (6) HelLa S3, Memfrac, (7) K562, Gesamtlysat und (8) K562,
Memfrac; Auftrennung von je 200 ug Protein in 10 % SDS-PAA-Gel. Kontrollen: (9) a-VP2-IgG,
(10) EQEG?2 (a-Glucosidase) und (11) 860-55D.
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Méglicherweise konnten in den Proteinextrakten vorhandene, aber niedrigkonzentrierte spezi-
fische Bindeproteine von Parvovirus B19 in den vorangegangenen Experimenten aus Sensi-
tivitatsgrinden nicht erfal3t werden. Auch in Hinblick auf eine angestrebte Sequenzierung der
identifizierten Interaktionspartner sollten die Proteine im praparativen Maf3stab und in besserer
Auflésung getrennt werden. Daher wurde zu einem zwei-dimensionalen Separationssystem
gewechselt. Die zwei-dimensionale Elektrophorese (O'Farrell, 1975) mit immobilisiertem pH-
Gradienten (Gorg et al., 1985) ermdglicht die reproduzierbare Auftrennung komplexer Protein-
gemische unter Beibehaltung der quantitativen Verhalinisse. Die sehr hohe Auflésung gegen-
Uber ein-dimensionalen Elektrophoresemethoden wird erreicht, da die Proteine nach zwei
voneinander unabhangigen Kriterien, dem isoelektrischen Punkt und dem Molekulargewicht,
getrennt werden (. Die auffallige Streifenbildung wird standardmaflig durch Modifi-
zierung der in der ersten Dimension aufgetrennten Proteine mit Jodacetamid vermindert. Da die
getrennten Proteine in den hier durchgefiihrten Experimenten renaturiert werden sollten, wurde
auf diese irreversible Modifikation verzichtet.

1.Dimension: linearer pH-Gradient

kD
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Abbildung 63: Zwei-dimensionale SDS-PAGE am Beispiel K662-Gesamtlysat (1 mg Protein).
Silbergeférbtes 10 % SDS-PAA-Gel.

Die Bindung radioaktiv-markierter Kapside an verschiedene Proteinbanden war auch im 2D-

VOPBA nachweisbar. Zwischen den untersuchten Zellextrakten waren wiederum keine Unter-
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schiede sichtbar. Exemplarisch wurden die audioradiographischen Ergebnisse fir das Gesamt-
lysat von K562-Zellen in Wdargestellt. Die meisten Kapsid-bindenden Proteine
fokussierten im pH-Bereich zwischen 6,9 und 8,8. Im Gesamtlysat der K562-Zellen wurden in
guter Korrelation zur ein-dimensionalen Separation unter nicht-reduzierenden Bedingungen
Proteinbanden identifiziert, die bei einem Molekulargewicht von ungefahr 30, 45 und 50 kD
migrierten. Bei einem Molekulargewicht von 45 kD konnte ein distinktes Protein bei einem pl
von 5,7 und eine nichtdifferenzierte Bande Uber den Bereich von pH 7 — 9 detektiert werden.
Bei einem pH von circa 4,2 fokussierten drei Kapsid-bindende Proteine, auffallig war die
Doppelbande im Bereich von 30 kD. Andere circa 30 kD grof3e Proteine wurden in der ersten
Dimension bei pH 7,1 und pH 8,2 fokussiert.

1.Dimension: linearer pH-Gradient
3 4 5 6 7 8 9 10

o | @
250 — B
150 — : . .

100 — ® t
75 —

”
50 — % »

37 —

25—

2.Dimension: Molekulargewicht

15/10 —

Abbildung 64: Audioradiographie zu 2D-VOPBA mit K562-Gesamtlysat (1 mg Protein).
BioMax MS-Film, Audioradiographie der PVDF-Membran nach Inkubation mit 13 pmol '%°I-VP2-
Kapsid in 100 ml Renaturierungspuffer, 4 h bei RT. Die Pfeile markieren detektierte Protein-
banden. Die dominanten, runden schwarzen Flecke sind unspezifische Artefakte der Kapsid-
inkubation.

Im 2D-VOPBA konnten keine Proteinbanden grofier 50 kD nachgewiesen werden. Mdéglicher-
weise ist die Renaturierung aus den stark denaturierenden und reduzierenden Bedingungen

unzureichend, insbesondere, wenn es sich um membranassoziierte Proteine mit groRen hydro-
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phoben Domanen handelt. Um Kapsid-bindende Proteine durch Sequenzierung naher charakte-
risieren zu kénnen, mussen die Versuchbedingungen fir die 2D-Auftrennung weiter optimiert
werden. So kann die isoelektrische Fokussierung in engeren pH-Bereichen durchgefihrt

werden.

SDS und Harnstoff bewirken die Denaturierung von Proteinen und dabei Ublicherweise die
Dissoziation von Oligomeren in ihre Untereinheiten. Sie fliihren daher zum Verlust enzyma-
tischer Funktionen und biologischer Eigenschaften. Polyacrylamidgelelektrophorese unter nicht-
denaturierenden Bedingungen ermdoglicht die Separierung der Proteine nach ihren ,nativen®
Charakteristika, wie Gré3e, Form und Ladung. Mdglicherweise sind fir die Bindung der rekom-
binanten B19-Kapside Oligomere oder Ladungsisomere entscheidend. Das Bovine Parvovirus

erkennt zum Beispiel das Glycophorin A, ein Homodimer (Thacker & Johnson, 1998).

1 2345 6 7 8 9
4—
b =
<—
IR

H

¥
b "

—

Abbildung 65: Native diskontinuierliche Gelelektrophorese. Bild (A) 7,5 % PAA-Gel, silbergefarbt
und (B) Audioradiographie der PVDF-Membran nach Inkubation mit ca. 13 pmol VP2-Kapsid in
100 ml Renaturierungspuffer, 4 h bei RT. Spur (1) 10 ug a-Lactalbumin aus Rindermilch, (2)
Carboanhydrase aus Rindererythrocyten, (3) Albumin aus Hiihnerei, (4) BSA, (5) Urease aus
Bohnen und Membranproteinfraktionen (je 50 ug Protein) aus (6) MB-02-, (7) 3 d EPO-stimu-
lierten MB-02-, (8) HeLa S3- und (9) K562-Zellen.

Nach Auftrennung der Membranproteinfraktionen unter nativen Bedingungen konnte keine
Bindung von VP2-Kapsiden an Protein der getesteten Zellinien nachgewiesen werden
(Abbildung 40]. Wahrscheinlich war die Solubilisierung membran-assoziierter und anderer
hydrophober Proteine unzureichend. Die geringen separierten Proteinkonzentrationen wurden
im Silbergel deutlich. In weiteren Experimenten kénnten den Membranproteinfraktionen geringe

Konzentrationen nicht-ionischer Detergenzien oder Harnstoff zur besseren Proteinsolubi-

129



Nachweis moglicher Proteinrezeptoren von Parvovirus B19

lisierung zugesetzt werden (Schagger, 1994). Auffallig war die starke Bindung radioaktiv-
markierter VP2-Kapside an alle Ladungs-Isoformen (R=0,284, 0,324 und 0,396) der I&slichen
Carboanhydrase (29 kD) aus Rindererythrocyten. Der Vergleich dieser Banden mit den kaum
sichtbaren Banden der Ladungsisomere von Huhnerei-Albumin (R~=0,68 und 0,786) 1aRt auf

eine spezifische Bindung der Kapside an Carboanhydrase schliel3en.

Carboanhydrasen (CA) sind eine Familie Zink-bindender Metalloenzyme, die die Reaktion CO,
+ H,O0 & H" + HCO; katalysieren. Neun Saugetier-lIsoenzyme mit variierender Aktivitat,
Gewebespezifitat und physiologischer Bedeutung wurden identifiziert. Das Enzym spielt eine
Rolle bei der Erhaltung des Saure-Basen-Gleichgewichtes, beim CO,- und lonen-Transport, der
Atmung, der Generierung von Korperflissigkeit, der Knochenresorption, der Urogenese, der
Glucogenese und der Lipogenese (Mori et al., 1999). Die fir Carboanhydrase beschriebenen
MolekulargewichtsgréRen zwischen 30 und 55 kD korrelieren mit den in den VOPBA-Experi-
menten auffalligen Proteinbanden. In Erythrocyten sind vier Isoformen der Carboanhydrase
lokalisiert. Neben den cytosolischen CA I, 1l (pl 7,3) und lll wurde eine an der duferen Ober-
flache humaner Erythrocyten lokalisierte, Giber einen Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker
mit der Membran assoziierte humane CA IV identifiziert. Das Molekulargewicht des nativen
Proteins betragt ungefahr 55 kD, wird aber nach Inkubation mit Triton X-100 zu 45 kD trans-
formiert. Die cytosolische CA Il erscheint besonders interessant, weil ein ungeféhr 30 kD-
grolRes Protein mit einem pl von circa 7,2 in den zwei-dimensionalen Assays detektiert wurde.
Moglicherweise ist diese Carboanhydrase-lsoform mit einem Glycolipid assoziiert (Wistrand
et al., 1999). Die CA IV aus humanen Nierenzellen ist ein 35 kD-Protein (Baird, Jr. et al., 1997).
Carboanhydrase konnte somit ein lohnendes Ziel fiir Parvovirus B19-Interaktionsstudien dar-

stellen.

Alle in den oben dargestellten Experimenten identifizierten Proteinbanden waren nicht zelltyp-
spezifisch und nicht differenzierungsabhangig und sind daher wahrscheinlich nicht direkt am
Tropismus beteiligt. Differenzierungsstadien-abhangige Proteine, die die Permissivitdt von
EPO-induzierten MB-02 erklaren konnten, wurden weder in den entsprechenden Membran-
proteinfraktionen noch in den Gesamt-Zellysaten gefunden. Das Problem liegt méglicherweise
in einem zu geringen Anteil permissiver Zellen nach 3 bzw. 5 Tagen Stimulation mit Erythro-
poietin. Nach Munshi et al. erreichen die MB-02-Zellen erst nach 5 Tagen das permissive
Stadium friher primitiver Erythroblasten (Munshi et al., 1993). Ein Rezeptor-Screening in
Membranproteinextrakten von MB-02, die langer als 5 Tage mit EPO stimuliert wurden, kdnnte
mdglicherweise zur Identifikation von Permissivitat-vermitteinden Proteinen fihren. Alle
gezeigten Interaktionen mussen nicht notwendigerweise in die Rezeptorbindung an der Zielzelle
involviert sein, sondern kénnen auch intrazellulare Interaktionspartner der Kapsidproteine dar-
stellen. Das hier durchgeflhrte globale Screening nach mdglichen Parvovirus B19-Binde-

proteinen lieferte Hinweise auf spezifische Interaktionen und sollte daher als Ausgangspunkt fir
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weitere, detailliertere Untersuchungen mit dem Ziel der genauen ldentitdtsbestimmung der
Kapsid-bindenden Proteine verstanden werden. Optimierungsmoglichkeiten innerhalb der
Versuchsdurchfihrung bestehen sowohl im Bereich der Membranproteinanreicherung als auch

der gelelektrophoretischen Auftrennung der Membranproteine.

4.5 Zusammenfassende Betrachtung und Ausblick

Das humanpathogene Parvovirus B19 gehért mit ungefahr 260 A Durchmesser zu den kleinsten
bekannten Viren. Nur wenig ist Uber die Infektions- und Pathogenesemechanismen des Virus,
zum Beispiel Uber die molekularen Grundlagen seines ausgepragten Tropismus flr erythroide
Vorlauferzellen, bekannt. 1993 wurde Globosid, ein Glycosphingolipid, aufgrund von Ham-
agglutinationsuntersuchungen als zellularer Rezeptor fir Parvovirus B19 vorgeschlagen (Brown
et al., 1993).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mittels unabhangiger direkter, hochsensitiver
Nachweistechniken (Festphasen-Bindungstests auf Basis fluoreszenz-markierter Liposomen
oder radioaktiv-markierter Kapside, Oberflachenplasmonresonanz-Messungen an immobi-
lisierten Lipidschichten, Mikrokalorimetrie) keine Hinweise flur eine spezifische Parvovirus B19/
Globosid-Interaktion gefunden. Da die Art der Prasentation des spezifischen Rezeptorepitops
EinfluR auf die Erkennung und Zuganglichkeit des Rezeptormolekils durch das bindende
Protein haben kann (Arab & Lingwood, 1996; Liang et al., 1997), wurde die Glycolipidprasenta-
tion von reinen Globosidschichten bis zur Integration des Glycolipids in Membranen an fester
Phasen oder in Form von Liposomen variiert. Dies hatte jedoch keine Auswirkung auf das
Ergebnis. Hamagglutinationsuntersuchungen aus dieser Arbeit bestatigten die in der Literatur
beschriebene Hemmaktivitdt von Globosid, zeigten aber auch, dal} die Hemmaktivitdt des
strukturell verwandten Globopentaosylceramid der von Globosid vergleichbar ist und stellten die

postulierte Spezifitat des Globosid-Kapsid-Kontaktes in Frage.

Cooling et al. analysierten die neutrale Glycosphingolipidfraktion aus sechzehn verschiedenen
humanen Geweben mittels Diinnschichtchromatographie und Immunmarkierung. Dabei wurde
gezeigt, dall Globosid das neutrale Hauptglycosphingolipid in elf Gewebstypen, insbesondere in
denen mesodermalen Ursprungs ist. Die Bindung rekombinanter B19-Kapside an Globosid,
SSEA-3, SSEA-4 und Paraglobosid (Neolactotetraglycosylceramid) und zahlreiche nicht-identi-
fizierte Glycolipide aus Erythrocyten, Granulocyten, Nieren- oder Leberzellen wurde in diesen
Untersuchungen mittels eines VP2-spezifischen, allerdings nicht konformationsspezifischen
Antikérpers detektiert. Die Autoren verweisen auf die mdgliche Existenz eines Corezeptors, der
den ausgepragten Tropismus flr erythroide Vorlauferzellen vermittelt (Cooling et al., 1995). Die
Bindung von Proteinkapsiden an zahlreiche, auch strukturell nicht-verwandte Glycolipide stellt

die spezifische Globosiderkennung in Frage, insbesondere da die Kapsidbindung an nLc4Cer
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(Paraglobosid) gezeigt wurde. Paraglobosid sollte eigentlich, ebenso wie asialo-Gangliosidgpy1,
eine geeignete Negativkontrolle zur Globosiderkennung mit vergleichbaren physiko-chemischen
Eigenschaften darstellen, weil der Kohlenhydratanteil dem von Globosid zwar ahnelt, die termi-
nale Zuckersequenz jedoch invertiert ist; es wird aber von VP2-Kapsiden erkannt. Paraglobosid
ist auf Erythrocyten des p-Phanotyps in abnormen Mengen prasent (Bailly & Bouhours, 1995).
Erythrocyten dieses Phanotyps werden jedoch nicht durch Parvovirus B19 hamagglutiniert
(Brown et al., 1993). Sind die Hamagglutinationsaktivitdt und die Rezeptorerkennung durch
B19-Viruspartikeln folglich voneinander unabhangig? Die Entkopplung von Hamagglutinations-
aktivitat und Infektiositat wurde fur CPV gezeigt. Eine nicht-hdmagglutinierenden CPV-Mutante
konnte in Zellkultur feline und canine Zellen infizieren und in ihnen replizieren (Parrish et al.,
1988). Eine Rolle der fur die Hamagglutination wichtigen Sialinsdurebindung innerhalb des
Virus-Wirtszell-Kontaktes konnte nicht nachgewiesen werden (Barbis et al., 1992). Allerdings
liegen die fur die Infektiositat notwendige Calciumbindestelle und die die pH-Abhangigkeit der
HA vermittelnden Strukturdomanen innerhalb der gleichen Oberflachenstruktur des Virus
(Simpson et al., 2000). Neueste Untersuchungen zeigen, dal CPV und FPV humane und feline
Transferrin-Rezeptoren zur Bindung an die Zelle, zum Zelleintritt und zur Infektion der Zelle
nutzen (Parker et al., 2001).

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der klinischen
Beobachtung, dal® Individuen, die kein Globosid exprimieren, nicht durch Parvovirus B19 infi-
zierbar sind (Brown et al., 1994) und gehen nur teilweise mit publizierten Hamagglutinations-
daten konform. Sie lassen daher vermuten, daR Globosid im Membrankontext nicht als
einzelner, direkter Rezeptor von Parvovirus B19 agieren kann, aber vielleicht in Zusammen-
hang einer Interaktion des Virus mit einem anderen Rezeptormolekil erkannt wird. Ein Komplex
des Rezeptormolekiils mit Globosid und daraus folgende konformationelle Anderungen eines
oder mehrerer Rezeptormolekile sind denkbare Voraussetzung fir die Virusbindung. Offenbar
ist die Affinitdt des reinen Kapsid/ Globosid-Kontaktes in Abwesenheit eines solchen
sekundaren Rezeptors nicht gro3 genug, um den Nachweis der Bindung in dieser Arbeit zu

gewabhrleisten.

Eine Interaktion mit Globosid als einzigem Rezeptor kann nicht den ausgepragten Zelltropismus
von Parvovirus B19 erklaren. Das P-Antigen Globosid ist nicht nur auf Erythrocyten und deren
Vorlaufern prasent, sondern auch auf einer Vielzahl weiterer Zelltypen, in denen B19 nicht
repliziert. Die Daten dieser Arbeit korrelieren auch mit neuesten Untersuchungen zur Trans-
duktion humaner hdmatopoetischer Zellen mit einem rekombinanten Parvovirus B19-Vektor, die
vermuten lassen, daf® Globosid in die Bindung von Parvovirus B19 involviert ist, aber die
Effizienz der viralen Bindung nicht von der Konzentration des P-Antigens auf der Zelloberflache

abhangt. Globosid war notwendig, aber nicht ausreichend fiir die Zellinfektion, daher wurde
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auch hier die Existenz eines zelluldren Corezeptors fir den effizienten Eintritt des Virus in die
humane Zelle postuliert (Ponnazhagan et al., 1998; Weigel-Kelley et al., 2001).

Die polyvalente Bindung von Rezeptormolekulen kann die Aviditat eines Viruskontaktes stark
erhdhen (Haywood, 1994; Norkin, 1995; Lee & Lee, 1995). Neben der fir polyvalente Kontakte
minimal notwendigen Dichte der Rezeptormolekiile kénnen sekundare Interaktionen bei hohen
Rezeptordichten einen Wechsel der Kohlenhydrat-Bindungsselektivitat verursachen. Interak-
tionen der Oligosaccharidstrukturen untereinander kénnen die individuelle Bindungsreaktion mit
einem Protein beeinflussen. Zudem konnten Protein-Protein-Kontakte bei hohen Kohlenhydrat-
Oberflachendichten etabliert werden, deren Spezifitadt abhangig von der Art des Kohlenhydrat-
liganden sein kann (Horan et al., 1999). Die Cryptizitat eines Rezeptors ist entscheidend fir
eine spezifische Protein/ Rezeptor-Interaktion. Globotetraose wird zum Beispiel in unter-
schiedlich differenzierten Erythrocyten verschieden prasentiert, sie ist flir a-Gb4-Antikorper auf
der Oberflache adulter Erythrocyten im Vergleich zu fétalen Erythrocyten schwer zuganglich
(Hakomori, 1981). Der Tropismus von Parvovirus B19 kann daher durch verschiedene Faktoren
vermittelt werden. So kann die Permissivitat der Zelle abhangig von der differenzierungs- und
zelltypspezifischen Globosidkonzentration und —zuganglichkeit im Zusammenspiel mit dem
Vorhandensein eines weiteren konstitutiven Rezeptormolekills oder spezifischen Rezeptor-

molekiils in permissiven Zellen sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch erste Untersuchungen zur ldentifizierung anderer
Rezeptormolekiile in Membranproteinfraktionen von permissiven und nicht-permissiven
humanen Zellinien auf Basis eines Virus overlay protein binding-Assays durchgefuhrt. Die Inku-
bation gelelektrophoretisch aufgetrennter und an PVDF-Membranen immobilisierter Zell-
membranproteine mit 125_markierten Proteinkapsiden flihrte zur Detektion mehrerer, wahr-
scheinlich nicht-zelltypspezifischer Proteinbanden im Bereich von 30 bis 100 kD, deren Identitat
noch unklar ist. Einziger identifizierter Interaktionspartner der VP2-Proteinkapside war gerei-
nigte Carboanhydrase aus Rindererythrocyten. Die Spezifitat dieser Bindung mufd jedoch in

weiteren Experimenten nachgewiesen werden.

In zukinftigen, weiterfihrenden Untersuchungen zur Rezeptor / Proteinkapsid-Wechselwirkung
ware eine breite Variation der Rezeptordichte im Biosensorassay oder die gleichzeitige Pra-
sentation anderer Rezeptormolekile, wie zum Beispiel von membran-assoziierter Carbo-
anhydrase, anzustreben. Die direkten Bindungsstudien sollten bei niedrigeren Temperaturen
(4°C) wiederholt werden, um mogliche niedrigaffine Bindungen mit einem schnellen Bindungs-
Dissoziations-Gleichgewicht kinetisch zu verlangsamen und damit vielleicht den Nachweis
eines spezifischen Kontaktes zwischen Glycolipiden und B19 Proteinkapsiden zu ermdglichen.
Die Proteinkomponenten aus den Rezeptor-Screening-Experimenten sollten im weiteren naher

charakterisiert und dann in die Rezeptorbindungsstudien integriert werden.
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6 Anhang

Plasmidsequenzen im Klonierungsbereich

pET11a-Derivate

pET11a-VP1 (sequenzierter Bereich)

VP1-PCR-Template: pcDNA3-VP1

VP1-codierende Sequenz: 2346 — 1

verwendete Sequenzierprimer: 3B1, 3F1, 4B1, 4F1, 7B2, 8B2, 8F1, T7-prom, T7-
term

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Start- bzw. Stopcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenlber pYT103-Standardsequenz.

............... ggctttgttagcagccggat ccgecgacccatttget gt ccaccagt cat gct age

TTACAATGGGTGCACACCCCTTTTGECTGICCACAATTCTTCAGGCTTTTCATATCCATGTCTGTGGTGT
TGITTTGCATCTGTAGCT GT GGGGTCATATAGTACATATGGT AAAT GACCT GCTGCGI GCGGGGEGATATA
CTCCAGGT TGAGGAT TCCACCGT CCCGTAGCT TTACGGGGECCCCAATTTAAATGT CATAGT TACTGTCAT
AATTCCCACGCCATACTGAACTAAGGTAGTAATTCCCATTGATTTAATACCTCCAATTGGCCCACTTTGT
GGTAATATTTTTAAAAATATTTGAGGAGGT GGCTGATGCAAACCCCATCCTCCTAAGGCTGCAAACTGAG
TTTTAAAACTGTCATCTAAATTTGGAAT TTTACTCCACAGCTGGECTTTCATAGT GAAGGECTCTTCTGI T
CCATACAGAACCCACCATTAGGCGEECCCTCAATTTGATCTGTATATTGCTGGGT TCCTTTATTGGGAAAG
TAGGTGTGCATGI TTAAACCCTGTAACTGITTTAGCTGITCTTTTTCATTTGGAAATCTACCCACTCCTT
GCTGATACTCTTTGICTTCAGCGT TACCATAAGT GGT CTGACCATGAGAAATGGCATTTATTCCTGTGAC
ATATTTATCTGI GT CCCAGT GGT GGTAT GGCT GAGACACT GGCCCAGGECGTAAGGATATTCTAGIGITT

701

TGAGAGGTACCT GT GCTAAGGCCTGT TAAGGCTTTTCCAGCTCCAGTATTAGAGCTGICTCCCTCCTTTG
TAGACACTGAGT TTACTAGT GGCCCTGGCATGAAGT TTTGECECTGAATTGCATGGTCTTCATGTGI TAA
AGATCTAAATTTTGGGT CACCT CCTAAT GT GT CAGGAACCCCT AAGCGGEGATCCGTATAAGGEGGTTGTAC
ATTTCATAAAAGTGT TGACT GCAGCCCTCTAAATTTTCTGEGGEGCACT GGAGGAAACT TATAAGACATAG
TTGCTGTACCTCCTGTACCTAAAAGCTGAAAAGAACT GTGT TCCAAAACATAAAATGCTGATTCTTCACT
TCCTAATTTTTTGCTGTCTCCAGAAATTCCTTGTGTGI TAACATCTCCTACTGI TAAGTAAGCATATTGA
GGGGGAAAGTATACCCAAATAGGAAGT TCTGGGEGCTAAAGT AT CCTGACCT TGCCCTAACACATATGGGT
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ACTTGTATTCATGGT CTACTAACATGCATAGGCGCCCTGTAGT GCTGT CAGTAACCTGTACCCCCCCTCC
AGTTTTGTCTGTAACATCCTTAACAGCAATTTCTGATATGGT TACAGT TAAAGCATCAGGAGCTATACTT
CCATAATTTTCAATTAAGT GCTGAAACT CTAAAGGT GAAAAAAATAAATTTAAAGCATTAAAATCTAAAT

1401

ATCTCCATGGGEGT TGAGTATCCCAT TATGGGACTAATGT TGCAAACCTTTGCCTCCTTTCCACTGGCATT
GI'GGCAGCTACT TGCTGCGEGAGAAAACACCT TATAATGGT GCTCTGGEGT CATATGGAAT TAAAAACT GT
CTGGAAAATGT GCAAGT TACAGAGT TGECACTAAAAGT GGCCCCCTCACTCCACATCCTTTTGACAGGAT
TACTGCCCCCCCCTCCTGCACCAGT GCTGECTTCTGCAGAATTAACTGAAGTCATCCTTGGGTATTTTTC
TGAGGCGT TGTAAGCGGGAACT TCCGGCAAACT TCCTTGAAAAT GGGCCACAGGGGECAGCTGCACCTTTT
AAAGTAAAGTAGTCTTTTACTACTTGTGCTTGAAACCCAGT TTCATTTTTTATATTTTTTAAAAGCTCTT
CATCTGCTACAGI CCAATGAGTATATGGATTTATTCCCAACT TAGCCAGT TGECTATACCTAAAGT CATG
AATCCTTGCAGCACT GTCAACAGCACT TTGCGEEEECCCAGCT TGTAGCT CAT TGCCAGGCCCAACATAG
TTAGTACCGCGGTAGI TGTACGCTAACT TGCCCAGCCTTGTGTAAGT CTTCACTAGATAATACTGCATTTT
CTCCTCTAGGTI TCTGCATGACTGCTACT GGATGATAAGCCAT GGGEGEGT GGT CAGATAACT GTCCATGACT

2101

TTGAAAATGATGACTATATAAGT CTGGAGAGT TTTTAAGGT TATTTTTAATACGAGCAACTAAGT CAAAC
AGAGAGGATGGGT TTTCTAGGGGATTATCTAAAGAAATATTATAATGATCTTTTAATATTTGAATAAGCT
CTAAGTCTGTTCCAGTAACCTTTTCATAAAATTCCACAAATTGCTGATACACAGCTTTAGCAAATTTATC
ATCACTTTCCCACCATTTGCCACTTTTCTTACTCATATt at gt at at ct cctt ct t aaagt t aaacaaaa
ttatttctagaggggaattgttatccgct cacaattcccct at agt gagtcgtattaatttcgecgggatc
gagat ct cgat cct ct acgccggacgcat cgt ggccggcat caccggcgccacaggtgecgg. .. ... ...

pET11a-VP2 (sequenzierter Bereich)

VP2-PCR-Template: pcDNA3-VP1
VP2-codierende Sequenz: 1665 —1
verwendete Sequenzierprimer: 4B1, 4F1, 8B2, 8F1, T7-prom, T7-term

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Start- bzw. Stopcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenlber pYT103-Standardsequenz.

......... ctttcgggctttgttagcageccggat ccgecgacccatttget gt ccaccagt cat gct age

TTACAATGGGTGCACACCCCTTTTGCECTGICCACAATTCTTCAGGCTTTTCATATCCATGTCTGTGGTGT
TGTTTTGCATCTGTAGCTGI GGGGT CATATAGTACATATGGTAAAT GACCT GCTGCGT GCGGGEGGATATA
CTCCAGGT TGAGGAT TCCACCGT CCCGTAGCT TTACGGGGECCCCAATTTAAATGTCATAGT TACTGTCAT
AATTCCCACGGCATACTGAACTAAGGTAGTAATTCCCATTGATTTAATACCTCCAATTGGCCCACTTTGT
GGTAATATTTTTAAAAATATT TGAGGAGGT GGCTGAT GCAAACCCCATCCTCCTAAGGCTGCAAACTGAG
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TTTTAAAACTGTCATCTAAATTTGGAAT TTTACTCCACAGCTGGECTTTCATAGT GAAGGECTCTTCTGI T
CCATACAGAACCCACCAT TAGGGGEGCECTCAATTTGATCTGTATATTGCTGEGT TCCTTTATTGGGAAAG
TAGGTGTGCATGT TTAAACCCTGTAACTGI TTTAGCTGT TCTTTTTCATTTGGAAATCTACCCACTCCTT
GCTGATACTCTTTGICTTCAGCGT TACCATAAGT GGT CTGACCATGAGAAATGGCATTTATTCCTGIGAC
ATATTTATCTGI GTCCCAGT GGT GGTATGGCT GAGACACT GGCCCAGGCCGTAAGGATATTCTAGIGITT

701

TGAGAGGTACCTGTGCTAAGGCCTGT TAAGGCTTTTCCAGCTCCAGTATTAGAGCTGTCTCCCTCCTTTG
TAGACACTGAGT TTACTAGT GGCCCTGCCATGAAGT TTTGCECCTGAATTCCATGGTCTTCATGTGT TAA
AGATCTAAATTTTGGGT CACCTCCTAATGT GT CAGGAACCCCTAAGCGGGATCCGTATAAGGGGT TGTAC
ATTTCATAAAAGT GT TGACTGCAGCCCTCTAAATTTTCT GGGGGCACT GGAGGAAACT TATAAGACATAG
TTGCTGTACCTCCTGTACCTAAAAGCTGAAAAGAACT GTGT TCCAAAACATAAAATGCTGATTCTTCACT
TCGCTAATTTTTTGCTGICTCCAGAAATTCCTTGTGTGT TAACATCTCCTACTGT TAAGTAAGCATATTGA
GGGGGAAAGT ATACCCAAAT AGGAAGT TCTGGEGECTAAAGT ATCCTGACCT TGCCCTAACACATATGGGT
ACTTGTATTCATGGT CTACTAACAT GCATAGGCGCCCTGTAGT GCTGT CAGTAACCTGTACCCCCCCTCC
AGTTTTGTCTGTAACATCCTTAACAGCAATTTCTGATATGGT TACAGT TAAAGCATCAGGAGCTATACTT
CCATAATTTTCAATTAAGI GCTGAAACT CTAAAGGT GAAAAAAATAAAT TTAAAGCATTAAAATCTAAAT

1401

ATCTCCATGGEGT TGAGTATCCCATTATGGGACTAATGT TGCAAACCTTTGCCTCCTTTCCACTGGCATT
GTI' GGCAGCTACT TGCT GCGCGAGAAAACACCT TATAATGGT GCTCTGGGT CATATGGAATTAAAAACT GT
CTGGAAAATGT GCAAGT TACAGAGT TGECACT AAAAGT GGCCCCCTCACTCCACATCCTTTTGACAGGAT
TACTGCCCCCCCCTCCTGCACCAGT GCTGCCTTCTGCAGAATTAACTGAAGT CATATt at gt at at ct cc
ttcttaaagttaaacaaaattatttctagaggggaattg. .. ...

pFastBac Dual-Derivate

pfbdual-VP2 (sequenzierter Bereich)

VP2-PCR-Template: pcDNA3-VP1
VP2-codierende Sequenz: 1-1665
verwendete Sequenzierprimer: 3B1, 4B1, 4B2, 8B2, 8F1, duprom_f, duprom_b

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Start- bzw. Stopcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenlber pYT103-Standardsequenz.

...... t ct ggaaggcgagcat cgttt gt t cgcccaggact ct aget at agt t ct agt ggt t ggcct acg
t acccgt agt ggct at ggcagggct t gccgecccgacgt t ggct gcgagecct gggect t cacccgaact
t gggggt t ggggt ggggaaaaggaagaaacgcgggcegt at t ggt cccaat ggggt ct cggt ggggt at cg
acagagt gccagccct gggaccgaaccccgcegt t t at gaacaaacgacccaacacccgtgegttttattc

tgtctttttattgccgt catagcgegggttccttccggtattgtctecttcegtgtttcagttagectcce
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cccat ct cccggt accgceat get at gcat cagcet gct agcaccat ggct cgagat cccgggt gat caagt
cttcgtcgagt gatt gt aaat aaaat gt aatttacagtatagtattttaattaatatacaaatgatttga
taataattcttatttaactataatatattgtgttgggttgaattaaaggtccgtatactccggaatatta
at agat cat ggagat aat t aaaat gat aaccat ct cgcaaat aaat aagtattttactgttttcgtaaca
gttttgtaat aaaaaaacct at aaat attccggattattcataccgt cccaccat cgggcgecggat cccg

gt ccgaagcgcgcggaat t caaaggcct acgt cgacgagct cact agt cgcggcecgcet t t cgaat ct aga

1

ATGACTTCAGI TAAT TCT GCAGAAGCCAGCACT GGT GCAGGAGGEEEGEEEECAGT AAT CCTGT CAAAAGCA
TGTGGAGT GAGGGGECCACT TTTAGT GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCC
ATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGTGI TTTCTCCCGCAGCAAGT AGCT GCCACAAT GCCAGT GGAAAG
GAGGCAAAGGT TTGCACCATTAGT CCCATAAT GGGATACT CAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATG
CTTTAAATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGT TTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGA
TGCTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGT TAAGGAT GT TACAGACAAAACT GGAGGEGEGEGEGEGTACAG
GTTACTGACAGCACT ACAGGGECCCCTATGCATGT TAGTAGACCAT GAATACAAGT ACCCATATGT GI TAG
GGCAAGGTCAGGATACT TTAGCCCCAGAACT TCCTATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATCCTTACT T
AACAGT AGGAGATGT TAACACACAAGGAAT TTCTGGAGACAGCAAAAAAT TAGCAAGT GAAGAAT CAGCA
TTTTATGTTTTGGAACACAGT TCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGT

701

TTCCTCCAGI GCCCCCAGAAAATTTAGAGCGCTGCAGI CAACACTTTTATGAAATGTACAACCCCTTATA
CGGATCCCGCTTAGGGGT TCCTGACACAT TAGGAGGT GACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGAC
CATGCAATTCAGCCCCAAAACT TCATGCCAGGGCCACTAGTAAACT CAGT GTCTACAAAGGAGGGAGACA
GCTCTAATACT GGAGCT GGAAAAGCCT TAACAGGCCT TAGCACAGGTACCTCTCAAAACACTAGAATATC
CTTACGCCCT GGGCCAGT GTCTCAGCCATACCACCACT GGGACACAGATAAATATGI CACAGGAATAAAT
GCCATTTCTCATGGT CAGACCACT TATGGTAACGCT GAAGACAAAGAGT AT CAGCAAGGAGT GGGTAGAT
TTCCAAAT GAAAAAGAACAGCT AAAACAGT TACAGGGT TTAAACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGG
AACCCAGCAATATACAGAT CAAATTGAGCGCCCCCTAATGGTGGGT TCTGTATGGAACAGAAGAGCCCT T
CACTATGAAAGCCACCTGT GGAGTAAAATTCCAAATTTAGATGACAGT TTTAAAACT CAGT TTGCAGCCT
TAGGAGGATGGGGT TTGCATCAGCCACCT CCTCAAATATTTTTAAAAATAT TACCACAAAGT GGGCCAAT

1401

TGGAGGTATTAAATCAATGCGAATTACTACCT TAGT TCAGTATGCCGT GGGAATTATGACAGTAACTATG
ACATTTAAAT TGGEGEGECCCCGT AAAGCT ACGEGACGGT GGAAT CCTCAACCT GGAGT ATATCCCCCGCACG
CAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATAT GACCCCACAGCTACAGAT GCAAAACAACACCACAGACATGG
ATATGAAAAGCCT GAAGAAT TGT GGACAGCCAAAAGCCGT GTGCACCCATTGTaagcet t gt cgagaagt a
ct agaggat cat aat cagccat accacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctc
cccct gaacct gaaacat aaaat gaat gcaattgttgttgttaacttgtttattgcagettataatggtt
acaaat aaagcaat agcat cacaaattt cacaaat aaagcatttttttcactgcattctagttgtggttt
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Anhang

gt ccaaact cat caat gt at ctt at cat gt ct ggat ct gat cact gctt gagcct aggagat ccgaacca
[0 T A= =T | P

pfbdual-VP12 (sequenzierter Bereich)

VP1-PCR-Template: pcDNA3-VP1
VP1-Translationsstart: 2346
VP2-Translationsstart: 2722

verwendete Sequenzierprimer: duprom_f, duprom_b

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Startcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenuber pYT103-Standardsequenz.

.................................................... TAGATAATACTGCATTTT
CTCCTCTAGGT TCTGCATGACT GCTACT GGAT GATAAGGCAT GGGEGGT GGTCAGATAACT GTCCATGACT

2101

TTGAAAATGATGACTATATAAGT CTGGAGAGT TTTTAAGGT TATTTTTAATACGAGCAACTAAGT CAAAC
AGAGAGGATGCGGT TTTCTAGGGGATTATCTAAAGAAATATTATAATGATCTTTTAATATTTGAATAAGCT
CTAAGTCTGTTCCAGTAACCTTTTCATAAAATTCCACAAATTGCTGATACACAGCTTTAGCAAATTTATC
ATCACTTTCCCACCATTTGCCACTTTCTTTACTCATt t ct cgagat cccgggt gat caagt ctt cgt cga
gt gatt gt aaat aaaat gt aatttacagtatagtattttaattaatatacaaatgatttgataataattc
ttatttaactataatatattgtgttgggttgaattaaaggtccgtatactccggaat attaatagatcat

ggagat aat t aaaat gat aaccat ct cgcaaat aaat aagtattttactgttttcgtaacagttttgtaa
t aaaaaaacct at aaat att ccggat t att cat accgt cccaccat cgggcgcggat cccggt ccgaagce
gcgcggaatt caaaggcct acgt cgacgagct cact agt cgcggcecgctttcgaat ct agaATGACTTCA
GTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACT GGT GCAGGAGGGEGGEEEECAGT AATCCTGT CAAAAGCATGTGGAGT G

2801

AGGGCGECCACT TTTAGT GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCCATATGACCC
AGAGCACCATTATAAGGTGI TTTCTCCCGCAGCAAGT AGCT GCCACAAT GCCAGT GGAAAGGAGGCAAAG
GITTGCACCATTAGI CCCATAATGGGATACT CAACCCCATGCGAGATATTTAGATTTTAATGCTTTAAATT
TATTTTTTTCACCTTTAGAGT TTCAGCACT TAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGATGCTTTAAC

pfbdual-VP12mut1 (sequenzierter Promoterbereich)

VP1-Translationsstart: 2346
VP2-Translationsstart: 2722
mut1_polh (Hindlll)): 2537 - 2546
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Anhang

verwendete Sequenzierprimer: duprom_f, duprom_b

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Startcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenuber pYT103-Standardsequenz.

................................................. TTATATTTTTTAAAAGCTCTT
CATCTGCTACAGT CCAATGAGTATATGGATTTATTCCCAACT TAGCCAGT TGGCTATACCTAAAGT CATG
AATCCTTGCAGCACT GTCAACAGCACT TTGCGGGEEECCCAGCT TGTAGCT CAT TGCCAGGCCCAACATAG
TTAGTACCGGGTAGI TGTACGCTAACT TGCCCAGCCTTGT GTAAGT CTTCACTAGATAATACTGCATTTT
CTCCTCTAGGT TCTGCATGACT GCTACT GGAT GATAAGGCAT GGGEGGT GGTCAGATAACT GTCCATGACT

2101

TTGAAAATGATGACTATATAAGT CTGGAGAGT TTTTAAGGT TATTTTTAATACGAGCAACTAAGT CAAAC
AGAGAGGATGGEGT TTTCTAGGGGATTATCTAAAGAAATATTATAATGATCTTTTAATATTTGAATAAGCT
CTAAGTCTGI TCCAGTAACCTTTTCATAAAATTCCACAAATTGCTGATACACAGCTTTAGCAAATTTATC
ATCACTTTCCCACCATTTGCCACTTTCTTTACTCATt t ct cgagat cccgggt gat caagt ctt cgt cga
gt gatt gt aaat aaaat gt aatttacagt atagt atttt aatt aat at acaaat gatttgataataattc
ttatttaactataatatattgtgttgggttgaattaaaggtccgtatactccggaat attaat agat cat
ggagat aat t aaaat gCAAGCTT|GGcgcaaat aaat aagt attttact gttt t cgt aacagttttgtaa
t aaaaaaacct at aaat att ccggat t att cat accgt cccaccat cgggcgcggat cccggt ccgaagce
gcgcggaat t caaaggcct acgt cgacgagct cact agt cgcggecgcet tt cgaat ct agaATGACTTCA
GTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACT GGT GCAGGAGEEEEGEEECAGTAATCCTGT CAAAAGCATGTGGAGT G

2801

AGGGGGECCACTTTTAGI GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCCATATGACCC
AGAGCACCATTATAAGGTGITTTCT. . .t

pfbdual-VP12mut2 (sequenzierter Promoterbereich)

VP1-Translationsstart: 2346
VP2-Translationsstart: 2722

mut2_p10: 2456 - 2454
verwendete Sequenzierprimer: duprom_f, duprom_b

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Startcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenuber pYT103-Standardsequenz.

CATCTGCTACAGI CCAATGAGTATATGGATTTATTCCCAACT TAGCCAGT TGGCTATACCTAAAGTCATG
AATCCT TGCAGCACT GT CAACAGCACT TTGCGGGEEECCCAGCT TGTAGCT CATTGCCAGGCCCAACATAG
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Anhang

TTAGTACCGGGTAGI TGTACGCTAACT TGCCCAGCCTTGT GTAAGT CTTCACTAGATAATACTGCATTTT
CTCCTCTAGGT TCTGCATGACT GCTACT GGAT GATAAGGCAT GCGEGGT GGTCAGATAACT GTCCATGACT

2101

TTGAAAATGATGACTATATAAGT CTGGAGAGT TTTTAAGGT TATTTTTAATACGAGCAACTAAGT CAAAC
AGAGAGGATCGGT TTTCTAGGGGATTATCTAAAGAAATATTATAATGATCT TTTAATATTTGAATAAGCT
CTAAGTCTGTTCCAGTAACCTTTTCATAAAATTCCACAAATTGCTGATACACAGCTTTAGCAAATTTATC
ATCACTTTCCCACCATTTGCCACTTTTTTTACTCATt t ct cgagat cccgggt gat caagt ctt cgt cga
gt gatt gt aaat aaaat gt aatttacagtatagtattttaattaatatacaaatgatttgataataattc
tt aCCAaact at aat at at t gt gt t gggt t gaat t aaaggt ccgt at act ccggaat at t aat agat cat

ggagat aat t aaaat gat aaccat ct cgcaaat aaat aagtattttactgttttcgtaacagttttgtaa
t aaaaaaacct at aaat att ccggatt att cat accgt cccaccat cgggcgcggat cccggt ccgaagce
gcgcggaatt caaaggcct acgt cgacgagct cact agt cgcggcecgcttt cgaat ct agaATGACTTCA
GTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACT GGT GCAGGAGGGEGGEEEECAGT AATCCTGTCAAAAGCATGTGGAGT G

2801
AGGGGGECCACTTTTAGI GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCCATATGACCC
AGAGCACCATTATAAGGTGITTTCT. . .o

pfbdual-VP12mut12 (sequenzierter Promoterbereich)

VP1-Translationsstart: 2346
VP2-Translationsstart: 2722

mut1_polh (Hindlll)): 2537 - 2546
mut2_p10: 2456 - 2454
verwendete Sequenzierprimer: duprom_f, duprom_b

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Startcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenuber pYT103-Standardsequenz.

....... AGTAGICTTTTACTACTTGTGCTTGAAACCCAGTTTCATTTTTTATATTTTTTAAAAGCTCTT
CATCTGCTACAGT CCAATGAGTATATGGATTTATTCCCAACT TAGCCAGT TGGCTATACCTAAAGTCATG
AATCCTTGCAGCACT GTCAACAGCACT TTGCGGGEEECCCAGCT TGTAGCT CAT TGCCAGGCCCAACATAG
TTAGTACCGGGTAGI TGTACGCTAACT TGCCCAGCCTTGTGTAAGT CTTCACTAGATAATACTGCATTTT
CTCCTCTAGGT TCTGCATGACT GCTACT GGAT GATAAGGCAT GGGEGGT GGTCAGATAACT GTCCATGACT

2101

TTGAAAATGATGACTATATAAGT CTGGAGAGT TTTTAAGGT TATTTTTAATACGAGCAACTAAGT CAAAC
AGAGAGGATGCGGT TTTCTAGGGGATTATCTAAAGAAATATTATAATGATCTTTTAATATTTGAATAAGCT
CTAAGTCTGTTCCAGTAACCTTTTCATAAAATTCCACAAATTGCTGATACACAGCTTTAGCAAATTTATC
ATCACTTTCCCACCATTTGCCACTTTTTTTACTCATt t ct cgagat cccgggt gat caagt ctt cgt cga
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Anhang

gt gat t gt aaat aaaat gt aat tt acagt at agt at t t t aat t aat at acaaat gat t t gat aat aattc
tt aCCAaact at aat at at t gt gt t gggt t gaat t aaaggt ccgt at act ccggaat at t aat agat cat

ggagat aat t aaaat gCOAAGCTT|GGcgcaaat aaat aagt attttact gttttcgt aacagtttt gt aa
t aaaaaaacct at aaat at t ccggat t at t cat accgt cccaccat cgggcgeggat cccggt ccgaage
gcgcggaat t caaaggcct acgt cgacgagct cact agt cgcggecgct tt cgaat ct agaATGACTTCA
GTTAATTCTGCAGAAGCCAGCACT GGT GCCAGGAGGEEEGEEGEECAGT AATCCTGTCAAAAGCAT GTGGAGT G

2801
AGGCGGECCACTTTTAGTGCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCCATATGACCC
AGAGCACCATTATAAGGTGT TTTCT. . . ot e e e e e

pTYB1-Derivate

pTYB1-hiv
HIV-gag-Doméne: 1-1647

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen.

GGATCCATGGGT GCGAGAGCGT CAGT AT TAAGCGGEGEGAGAATTAGAT CGATGCGAAAAAATTCGGT TAA
GCCCAGCGGGAAAGAAAAAATATAAAT TAAAACATATAGT ATGCGCAAGCAGGEGAGCTAGAACGATTCGC
AGTTAATCCTGGCCT GT TAGAAACAT CAGAAGCCT GTAGACAAAT ACT GGGACAGCTACAACCATCCCTT
CAGACAGGATCAGAAGAACTTAGATCATTATATAATACAGTAGCAACCCT CTATTGT GTGCATCAAAGGA
TAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCT TTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAAGT AAGAAAAAAGC
ACAGCAAGCAGCAGCT GACACAGGACACAGCAGCCAGGT CAGCCAAAATTACCCTATAGT GCAGAACATC
CAGGGGCAAAT GGTACAT CAGGCCATATCACCTAGAACT TTAAAT GCAT GGGTAAAAGT AGTAGAAGAGA
AGGCTTTCAGCCCAGAAGT GATACCCATGI TTTCAGCAT TATCAGAAGGAGCCACCCCACAAGATTTAAA
CACCATCGCTAAACACAGT GGGGGGACAT CAAGCAGCCAT GCAAAT GT TAAAAGAGACCAT CAATGAGGAA
GCTGCAGAATGGGATAGAGT GCAT CCAGT GCAT GCAGGGCCTAT TGCACCAGGCCAGAT GAGAGAACCAA

701

GCGGAAGT GACATAGCAGGAACTACTAGTACCCT TCAGGAACAAATAGGAT GGATGACAAATAATCCACC
TATCCCAGTAGGAGAAATTTATAAAAGAT GGATAAT CCTGGGAT TAAATAAAATAGTAAGAATGTATAGC
CCTACCAGCATTCTGGACATAAGACAAGGACCAAAAGAACCCT TTAGAGACTATGTAGACCGGT TCTATA
AAACT CTAAGAGCCGAGCAAGCT TCACAGGAGGTAAAAAAT TGGATGACAGAAACCT TGTTGGT CCAAAA
TGCGAACCCAGATTGTAAGACTATTTTAAAAGCAT TGCGACCAGCAGCTACACTAGAAGAAATGATGACA
GCATGT CAGGGAGT GGGAGGACCCGGCCATAAGGCAAGAGT TTTGCECT GAAGCAAT GAGCCAAGTAACAA
ATTCAGCTACCATAATGATGCAAAGAGGCAATTTTAGGAACCAAAGAAAGATTGT TAAGIGT TTCAATTG
TGGCAAAGAAGGEGCACAT AGCCAGAAAT TGCAGGGCCCCTAGGAAAAAGCCECT GT TGGAAAT GT GGAAAG
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Anhang

GAAGGACACCAAATGAAAGAT TGTACT GAGAGACAGGCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTTCCTACA
AGGCGAAGGCCAGGGAATTTTCT TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCCCACCAGAAGAGACGCTTCAGGTC

1401

TGGGEGT AGAGACAACAACT CCCTCTCAGAAGCAGGAGCCGATAGACAAGGAACTGTATCCTTTAACTTCC
CTCAGATCACTCT TTGGCAACGACCCCT CGT CACAATAAAGAT AGGCGGEGCAACT AAAGGAACCTCTATT
AGATACAGGAGCAGATGATACAGTATTAGAAGAAAT GAGT TTGCCAGGAAGAT GGAAACCAAAAATGATA
GCGGGAATTGGAGGT TTTATCAAAGTAAGACAGTATGATCAGATACTCctcgag. « .« v v v v v e e e e e e

pTYB1-VP2 (sequenzierter Bereich)

VP2-PCR-Template: pUC18-VP1

VP2-codierende Sequenz: 1-1662

Inteinstart: 1663

verwendete Sequenzierprimer: 3B1, 4B1, 8F1, 8B2, 9F2, T7-universal, pET-intein

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Start- bzw. Stopcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegeniber pYT103-Standardsequenz.

...Ccggaattaattcccggtttaaaccggggat ct cgat cccgcgaaat t aat acgact cact at agggg

aatt gt gagcggat aacaattcccct ct agaaataattttgtttaactttaagaaggagat at acaTAAT

1

ATGACTTCAGI TAAT TCT GCAGAAGCCAGCACT GGT GCCAGGAGGEGEEGEEEECAGT AAT CCTGT CAAAAGCA
TGTGGAGT GAGGGEECCACT TTTAGT GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCC
ATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGT GI TTTCTCCCGCAGCAAGT AGCT GCCACAAT GCCAGT GGAAAG
GAGGCAAAGGT TTGCACCATTAGT CCCATAAT GGGATACT CAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATG
CTTTAAATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGT TTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGA
TGCTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGT TAAGGAT GT TACAGACAAAACT GGAGGEGEEGEGEGTACAG
GTTACTGACAGCACT ACAGGGECCCCTATGCATGT TAGTAGACCAT GAATACAAGT ACCCATATGT GI TAG
GGCAAGGTCAGGATACT TTAGCCCCAGAACT TCCTATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATCCTTACT T
AACAGT AGGAGATGT TAACACACAAGGAAT TTCTGGAGACAGCAAAAAAT TAGCAAGT GAAGAAT CAGCA
TTTTATGTTTTGGAACACAGT TCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCATCTATGTCTTATAAGT

701

TTCCTCCAGI GCCCCCAGAAAATTTAGAGCGCTGCAGI CAACACTTTTATGAAATGTACAATCCCTTATA
CGGATCCCGCTTAGGGGT TCCTGACACAT TAGGAGGT GACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGAC
CATGCAATTCAGCCCCAAAACT TCATGCCAGGEGECCACTAGT AAACT CAGT GTCTACAAAGGAGGGAGACA
GCTCTAATACT GGAGCT GGAAAAGCCT TAACAGGCCT TAGCACAGGTACCTCTCAAAACACTAGAATATC
CTTACGCCCT GGGCCAGT GTCTCAGCCATACCACCACT GGGACACAGATAAATATGI CACAGGAATAAAT
GCCATTTCTCATGGT CAGACCACT TATGGTAACGCT GAAGACAAAGAGT AT CAGCAAGGAGT GGGTAGAT
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Anhang

TTCCAAATGAAAAAGAACAGCT AAAACAGT TACAGGGT TTAAACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGCG
AACCCAGCAATATACAGAT CAAAT TGAGCGCCCCCTAATGGTGGGT TCTGTATGGAACAGAAGAGCCCTT
CACTATGAAAGCCACCTGT GGAGTAAAATTCCAAATTTAGATGACAGT TTTAAAACT CAGT TTGCAGCCT
TAGGAGGATGGGGT TTGCATCAGCCACCT CCTCAAATATTTTTAAAAATATTACCACAAAGT GGGCCAAT

1401

TGGAGGTATTAAATCAATGGGAATTACTACCT TAGT TCAGTATGCCGT GGGAATTATGACAGTAACTATG
ACATTTAAAT TGGGGCCCCGTAAAGCT ACGGGACGGT GGAAT CCTCAACCT GGAGTATATCCCCCGCACG
CAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGAT GCAAAACAACACCACAGACATGG
ATATGAAAAGCCT GAAGAAT TGT GGACAGCCAAAAGCCGTGTGCACCCATTGIget t t gccaagggt acc
aat gttttaat ggcggat gggtctattgaat gt att gaaaacatt gaggtt ggt aat aaggt cat gggt a
aagat ggcagacct cgt gaggt aat t aaat t gcccagaggaagagaaact at gt acagcgtcgtg. . ...

pTYB1-VP2gly (sequenzierter Bereich)

VP2-PCR-Template: pUC18-VP1

VP2-codierende Sequenz: 1-1662

Glycincodon: 1663 - 1665

Inteinstart: 1666

verwendete Sequenzierprimer: 3B1, 4B1, 4F1, 8F1, 8B2, 9F2, T7-universal,
pET-intein

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Start- bzw. Stopcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegentber pYT103-Standardsequenz.

.......................... agggt ggcgggcaggacgeccgcecat aaact gccaggaat t ggg
gat cggaat t aatt cccggt t t aaaccggggat ct cgat cccgcgaaat t aat acgact cact at agggg
aatt gt gagcggat aacaattcccct ct agaaataattttgtttaactttaagaaggagat at acaTAAT

1

ATGACTTCAGI TAAT TCT GCAGAAGCCAGCACT GGT GCCAGGAGGEGEEGEEEECAGTAAT CCTGT CAAAAGCA
TGTGGAGT GAGGGGGECCACT TTTAGT GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCC
ATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGT GI TTTCTCCCGCAGCAAGT AGCT GCCACAAT GCCAGT GGAAAG
GAGGCAAAGGT TTGCACCATTAGT CCCATAAT GGGATACT CAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATG
CTTTAAATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGT TTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGA
TGCTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGT TAAGGAT GT TACAGACAAAACT GGAGGEGEEGEGGTACAG
GTTACTGACAGCACT ACAGGGCCCCTATGCATGT TAGTAGACCAT GAATACAAGT ACCCATATGT GI TAG
GGCAAGGTCAGGATACT TTAGCCCCAGAACT TCCTATTTGGGTATACTTTCCCCCTCAATATCCTTACT T
AACAGT AGGAGATGT TAACACACAAGGAAT TTCTGGAGACAGCAAAAAAT TAGCAAGT GAAGAAT CAGCA
TTTTATGTTTTGGAACACAGT TCTTTTCAGCTTTTAGGTACAGGAGGTACAGCATCTATGTCTTATAAGT
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Anhang

701

TTCCTCCAGT GCCCCCAGAAAATTTAGAGGGECTGCAGT CAACACTTTTATGAAATGTACAATCCCTTATA
CGGATCCCGCT TAGGGGT TCCTGACACAT TAGGAGGT GACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGAC
CATGCAATTCAGCCCCAAAACT TCATGCCAGGGCCACTAGT AAACT CAGT GTCTACAAAGGAGGGAGACA
GCTCTAATACT GGAGCT GGAAAAGCCT TAACAGGCCT TAGCACAGGT ACCTCTCAAAACACTAGAATATC
CTTACGCCCT GGGCCAGT GT CTCAGCCATACCACCACT GGGACACAGATAAATAT GT CACAGGAATAAAT
GCCATTTCTCATGGT CAGACCACT TATGGTAACGCT GAAGACAAAGAGT ATCAGCAAGGAGT GGGTAGAT
TTCCAAATGAAAAAGAACAGCT AAAACAGT TACAGGGT TTAAACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGCG
AACCCAGCAATATACAGAT CAAATTGAGCGCCCCCTAAT GGTGGGT TCTGTATGGAACAGAAGAGCCCT T
CACTATGAAAGCCACCT GTGGAGTAAAAT TCCAAATTTAGATGACAGT TTTAAAACT CAGT TTGCAGCCT
TAGGAGGATGGGGT TTGCATCAGCCACCT CCTCAAATATTTTTAAAAATATTACCACAAAGT GGGCCAAT

1401

TGGAGGTATTAAATCAATGCGAATTACTACCT TAGT TCAGTAT GCCGT GGGAATTATGACAGTAACTATG
ACATTTAAAT TGGEGEGECCCCGT AAAGCT ACGEGACGGT GGAAT CCTCAACCT GGAGT ATATCCCCCGCACG
CAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCTACAGAT GCAAAACAACACCACAGACATGG
ATATGAAAAGCCT GAAGAAT TGT GGACAGCCAAAAGCCGT GT GCACCCATT(@TgCt tt gccaagggt

accaat gttttaat ggcggat gggt ct att gaat gt at t gaaaacat t gaggt t ggt aat aaggt cat gg
gt aaagat ggcagacct cgt gaggt aat t aaat t gcccagaggaagagaaact at gt acagcgt cgt gca

gaaaagt cagcacagagcccacaaaagt gact caagt cgt gaagtgeeca. . ... ...

pQE40-Derivate

pQE40-Ascl
Ascl-Schnittstelle: 15-22
verwendete Sequenzierprimer: 3B1, 4B1, 4F1, 8F1, 8B2, 9F2, T7-universal,

pET-intein

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen.

1
g GATCCAAT CGAT TIGGCGCGCOGAACT GGAGCGGCOGCT AT CATTCGAGT GGTCACTGGTACE . . . . . . .

pPQE40-VP2 (sequenzierter Bereich)

VP2-PCR-Template pUC18-VP1

VP2-codierende Sequenz 1-1665

[6xHis]-codierende Sequenz -39 - -22

verwendete Sequenzierprimer: 4F2, 8B2, 8F2, 9F2, QE-VP2_2, QE-prom
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Anhang

xxx — Original-Vektorsequenz, XXX — inserierte Sequenz, XxX — Klonierungsschnittstellen, XxX

— Start- bzw. Stopcodon, XxX — Nukleotidaustausche gegenlber pYT103-Standardsequenz.

..................................................... ttattatcatgacatta
acct at aaaaat aggcgt at cacgaggccctttcgtcttcacct cgagaaat cat aaaaaatttatttgce

ttt gt gagcggat aacaatt at aat agat t caat t gt gagcggat aacaat tt cacacagaattcattaa

agaggagaaat t aact at gagaggat cglcat caccat caccat caclggat ccaat cgat t ggcgcgccGC

1

ATGACTTCAGI TAAT TCTGCAGAAGCCAGCACT GGT GCCAGGAGGEGEEGEEEECAGTAAT CCTGT CAAAAGCA
TGTGGAGT GAGGGEGECCACT TTTAGT GCCAACTCTGTAACTTGCACATTTTCCAGACAGT TTTTAATTCC
ATATGACCCAGAGCACCATTATAAGGT GI TTTCTCCCGCAGCAAGT AGCT GCCACAATGCCAGT GGAAAG
GAGGCAAAGGT TTGCACCATTAGT CCCATAATGGGATACTCAACCCCATGGAGATATTTAGATTTTAATG
CTTTAAATTTATTTTTTTCACCTTTAGAGI TTCAGCACTTAATTGAAAATTATGGAAGTATAGCTCCTGA
TGCTTTAACTGTAACCATATCAGAAATTGCTGT TAAGGAT GT TACAGACAAAACT GGAGGEGEEGEGEGTACAG
GI'TACTGACAGCACT ACAGGGCGCCTATGCATGT TAGTAGACCAT GAATACAAGTACCCATATGT GTTAG
GGCAAGGT CAGGATACT TTAGCCCCAGAACT TCCTATTTGEGTATACT TTCCCCCTCAATATGCTTACTT
AACAGT AGGAGAT GT TAACACACAAGGAAT T TCTGGAGACAGCAAAAAATTAGCAAGT GAAGAATCAGCA
TTTTATGT TTTGGAACACAGT TCTTTTCAGCT TTTAGGTACAGGAGGTACAGCAACTATGTCTTATAAGT

701

TTCCTCCAGT GCCCCCAGAAAATTTAGAGGCGECT GCAGT CAACACTTTTATGAAATGTACAACCCCTTATA
CGGATCCCGCTTAGGGGT TCCTGACACAT TAGGAGGT GACCCAAAATTTAGATCTTTAACACATGAAGAC
CATGCAATTCAGCCCCAAAACT TCATGCCAGGGCCACT AGT AAACT CAGT GTCTACAAAGGAGGGAGACA
GCTCTAATACT GGAGCT GGAAAAGCCT TAACAGGCCT TAGCACAGGT ACCTCTCAAAACACTAGAATATC
CTTACGCCCT GGGCCAGT GTCTCAGCCATACCACCACT GGGACACAGATAAATATGI CACAGGAATAAAT
GCCATTTCTCATGGT CAGACCACT TATGGTAACGCT GAAGACAAAGAGT ATCAGCAAGGAGT GGGTAGAT
TTCCAAATGAAAAAGAACAGCT AAAACAGT TACAGGGT TTAAACATGCACACCTACTTTCCCAATAAAGCG
AACCCAGCAATATACAGAT CAAATTGAGCGCCCCCTAATGGTGGGT TCTGTAT GGAACAGAAGAGCCCT T
CACTATGAAAGCCACCT GTGGAGTAAAAT TCCAAATTTAGATGACAGT TTTAAAACT CAGT TTGCAGCCT
TAGGAGGATGGGGT TTGCATCAGCCACCT CCTCAAATATTTTTAAAAATAT TACCACAAAGT GGGCCAAT

1401

TGGAGGTATTAAATCAATGCGAATTACTACCT TAGT TCAGTATGCCGT GGGAATTATGACAGT AACTATG
ACATTTAAATTGGGEGECCCCGT AAAGCT ACGGGACGGT GGAAT CCTCAACCT GGAGTATATCCCCCGCACG
CAGCAGGTCATTTACCATATGTACTATATGACCCCACAGCT ACAGATGCAAAACAACACCACAGACATGG
ATATGAAAAGCCT GAAGAAT TGT GGACAGCCAAAAGCCGT GTGCACCCATTGTAAACACT Cececgggat cg
acct gcagccaagct t aat t agct gagcet t ggact cct gt t gat agat ccagt aat gacct cagaact cc

At Ctggat ttg. -
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