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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Humane Immundefizienzvirus HIV

1.1.1  HIV und AIDS

HIV wurde erstmals im Jahre 1983 unabhidngig voneinander von Robert C. Gallo
und Luc Montagnier isoliert und von Gallo als HTLV-Ill (human T-cell leukemia
virus Ill) und von Montagnier als LAV-I (lymphadenopathy-associated virus I)
beschrieben (Gallo et al. 1983 bzw. Barre-Sinoussi et al. 1983). Wenig spater
wurde HIV als é&tiologisches Agens der erworbenen Immunschwidche AIDS
erkannt, siehe z.B. Levy et al. (1984); Gallo et al. (1984); Broder und Gallo
(1984).

1.1.2  Epidemiologie

Zur Zeit sind weltweit ca. 40 Millionen Menschen mit HIV infiziert. Seit Beginn
der AIDS-Epidemie sind insgesamt ca. 25 Millionen Menschen an AIDS gestor-
ben. Im Jahre 2005 haben sich weltweit ca. 5 Millionen Menschen neu mit HIV
infiziert (UNAIDS; Robert Koch Institut).

Der Anteil der HIV-Patienten, die eine HAART (highly active antiretroviral thera-
py) Behandlung (siehe 1.3.1) bekommen, hat auch aullerhalb der reichen Indu-
strieldander zugenommen. So bekommen mittlerweile ber 80 % der behand-
lungsbediirftigen Patienten z.B. in Argentinien, Brasilien, Chile oder Kuba eine
HAART Behandlung. Allerdings ist die Behandlungssituation in den &drmeren
Landern Lateinamerikas, in Teilen Osteuropa, den meisten asiatischen Ldandern
und in fast allen Landern Afrikas sehr schlecht.

Afrika ist mit ca. 26 Millionen HIV-infizierten Menschen der am stdrksten betrof-
fene Kontinent. In Siidafrika hat sich HIV-Epidemie innerhalb von 10 Jahren von
einer Pravalenz von unter 1 % 1990 auf ca. 25 % ausgebreitet.
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1.1.3 Natiirlicher Krankheitsverlauf

Ohne HAART Therapie (siehe 1.3.1) ldlt sich der Krankheitsverlauf nach der HIV-
Infektion in die folgenden Phasen einteilen. Zunachst kann bald nach der Infekti-
on ein akutes HIV-Syndrom auftreten, das phdanomenologisch einem grippalen
Infekt dhnelt und in der Regel nach ca. 4 Wochen abklingt (siehe Tabelle 1,
Gruppe ). Dann folgt normalerweise eine Periode von mehreren Jahren einer
klinisch asymptomatischen Phase (siehe Tabelle 1, Gruppe Il). Danach konnen
Erkrankungen auftreten, die ursdchlich mit der HIV-Infektion zusammenhdngen
und dementsprechend mit einer Beeintrachtigung der zelluldren Immunitat
einhergehen, aber noch nicht AIDS definieren (siehe Tabelle 1, Gruppe IlI).
Schliel8lich treten dann im Median 12 Jahre nach der HIV-Infektion AIDS-
definierende Erkrankungen auf (Weber 2001) (siehe Tabelle 1, Gruppe IV — in
mehrere Untergruppen unterteilt). Ohne HAART fiihren diese nach individuell
unterschiedlich langer Zeit zum Tod.

Ein wichtiger Parameter bei HIV-infizierten Patienten ist die Viruslast, die als Zahl
der HIV RNA-Kopien pro ml Blut definiert ist. Ein zweiter wichtiger Parameter ist
die Anzahl der CD4-positiven T-Lymphozyten pro pl Blut, siehe Abbildung 1.
Beim akuten HIV-Syndrom kurz nach der HIV-Infektion steigt die Viruslast zu-
ndchst sehr stark an. Die Zahl der CD4-Zellen nimmt parallel dazu stark ab und
steigt nach einigen Monaten langsam wieder an, wobei sie in der Regel fast
wieder den Ausgangswert erreicht. 4 bis 6 Wochen nach der Infektion sind die
ersten Antikorper nachweisbar, parallel dazu nimmt die Viruslast deutlich ab und
bleibt in der Regel jahrelang ungefdhr stabil. Dieser Wert der Viruslast, der indivi-
duell stark variieren kann, wird als ,viraler setpoint” definiert. Der virale setpoint
hat prognostischen Wert, da die CD4-Zellzahl in der Folgezeit um so starker
abfdllt, je hoher der virale setpoint ist. Daher ist eine Strategie bei der Behandlung
der akuten HIV-Infektion, den viralen setpoint so weit wie moglich zu senken.

Zu den AIDS-definierende Erkrankungen zdhlen opportunistische virale, bakteriel-
le, Pilz- oder Parasiten-bedingte Infektionen, das Kaposi-Sarkom, maligne
Lymphome, die HIV-Enzephalopathie und das Wasting-Syndrom. Diese treten
aufgrund des Immundefekts bei Absinken der CD4-Zellen unter 200/pl auf. Bei
einem weiteren Absinken der CD4-Zellen unter 100/ul kdnnen besonders schwe-
re AIDS-Erkrankungen auftreten, wie z.B. die CMV-Retinitis. Parallel zum Absin-
ken der CD4-Zellzahl steigt bei Patienten ohne HAART die Viruslast an.
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Tabelle 1: Klassifizierung der klinischen Phasen einer HIV-Infektion nach den Richtlinien des
CDC 1992 der USA. Vgl. Abbildung 1. Aus Mindel und Tenant-Flowers (2001).

Summary of CDC 1992 classification system for HIV disease

Group 1 Primary HIV

Group I Asymptomatic infection

Group 1II Persistent generalised lymphadenopathy

Group IV Symptomatic infection

Group IVA  HIV wasting syndrome (AIDS) and constitutional disease
Group IVB  HIV encephalopathy (AIDS) and neurological disease
Group IVC1 Major opportunistic infections specified as AIDS defining
Group IVC2 Minor opportunistic infections

Group IVD  Cancers specified as AIDS defining

Group IVE  Other conditions

Group 1 Group 2 or 3 Group 4
Primary HIV Asymptomatic Symptomatic/AIDS
N / /[
7/ | S
0 12 weeks 10 years
Time after HIV infection
—— Viral load === CD4 lymphocyte levels

Association between virological, immunological, and clinical events and time
course of HIV infection

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Verlaufs einer HIV-Infektion. Aus Mindel und
Tenant-Flowers (2001).
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1.1.4 Systematik von HIV

HIV-Isolate aus Menschen werden in die beiden Typen HIV-1 und HIV-2 einge-
teilt. Weltweit ist HIV-1 vorherrschend, wohingegen das Vorkommen von HIV-2
auf einige Regionen in West- und Zentralafrika beschrankt ist (Guyader et al.
1987).

HIV und das Primaten infizierende SIV (simian immunodeficiency virus) sind
genetisch verwandte Mitglieder des Genus der Lentiviren und gehéren damit der
Familie der Retroviridae an. Das Genom dieser Viren ist charakterisiert durch das
Vorhandensein der Strukturgene gag, pol und env und weiterer zusatzlicher Gene.
Das Virusgenom besteht aus zwei identischen Kopien einer einzelstrangigen RNA.
Es wird angenommen, daf$ die Urspriinge von HIV-1 und HIV-2 in zoonotischen
Ubertragungen von SIV in Primaten auf den Menschen liegen (Gojobori et al.
1990; Hahn et al. 2000). So weist HIV-1 eine grolRe Sequenzhomologie mit SIV,
aus dem Schimpansen Pan troglodytes auf (Gao et al. 1999). HIV-2 dagegen
stammt vermutlich von SIVg,,, des Mangabenaffen Cercocebus atys ab (Hirsch et
al. 1989).

HIV-1 wird in die drei Gruppen M (,major”), O (,outlier”) und N (,non M/non O”
bzw. ,new”) eingeteilt. Es wird angenommen, dal$ der Schimpanse Pan t. troglo-
dytes das primdre Reservoir fir HIV-1 darstellt und die HIV-1 Gruppen M, N und
O aus drei unabhingigen zoonotischen Ubertragungen von SIV,, auf den Men-
schen entstanden sind (Gao et al. 1999). Neuere Erkenntnisse zeigen jedoch, dafs
HIV-1 Gruppe O und SIV,, aus dem wilden Gorilla eine sehr groBe Sequenz-
Homologie aufweisen. Es ist daher moglich, dall Schimpansen entweder Viren,
dhnlich der HIV-1 Gruppe O, auf den Menschen und Gorilla unabhédngig tibertra-
gen haben oder erst auf den Gorilla und dieser dann auf den Menschen (Van
Heuverswyn et al. 2006).

Die HIV-1 Gruppe M reprdsentiert ca. 95 % aller bekannten kompletten HIV-1
Genomsequenzen, ist weltweit verbreitet und verantwortlich fiir die globale AIDS
Pandemie (McCutchan 2006). Die Gruppe M wird weiter in 9 Subtypen oder
,clades” unterteilt, die mit den Buchstaben A - D, F - H, ] und K bezeichnet
werden (Robertson et al. 2000). Diese Klassifizierung wurde urspriinglich anhand
der env Sequenzen vorgenommen, kann aber auf alle Regionen des Genoms
angewendet werden. Die genetische Variation innerhalb eines Subtyps betragt 15
bis 20 %, zwischen den Subtypen jedoch ca. 25 bis 35 % (Hemelaar et al. 2006).
Daneben haben Genomsequenzierungen ergeben, dall Rekombinationen zwi-
schen verschiedenen Subtypen vorkommen koénnen. Diese werden als CRF
(,circulating recombinant form“) bezeichnet (Robertson et al. 2000). Es wird

10



Einleitung

vermutet, dal diese CRFs entstanden sind, indem ein Individuum von mindestens
zwei unterschiedlichen Subtypen infiziert wurde. Bisher wurden 19 CRFs identifi-
ziert (Hemelaar et al. 2006). In Westeuropa, sowie in Amerika und Australien ist
Subtyp B vorherrschend. Subtyp C hingegen ist weltweit fir mehr als 50 % aller
Infektionen verantwortlich, wobei dieser Subtyp v.a. in Stid- und Ostafrika und in
Indien vorherrschend ist (McCutchan 2006; Hemelaar et al. 2006).

1.1.5 Struktur und Aufbau von HIV

5-LTR oy 3-LTR

nef

PR
RT
IN
Nef
Vif
Vpr

core

genomic (+)
strand RNA

envelope

Abbildung 2: Organisation des proviralen Genoms von HIV-1 (A) und Organisation des HIV
Virus Partikels (B). Erlauterungen siehe Text. Aus Scarlata und Carter (2003), verandert.

Der Durchmesser eines HIV-Partikels betragt ca. 110 nm. Das HIV-Partikel (siehe
Abbildung 2, B) ist von einer Lipoproteinhiille umgeben (,envelope”), in der ca.

11
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73 Env-Glykoproteinkomplexe pro Partikel sitzen, die jeweils aus einem externen
Anteil (gp120, SU) und einem Transmembranprotein (gp41, TM) bestehen (Zhu et
al. 2006). Daneben enthilt die Lipidhille verschiedene Proteine, wie z.B. HLA
Klasse-I und -1l Molekiile und Adhdsionsmolekiile wie ICAM-I. Diese Wirtsprotei-
ne stammen aus der Zellmembran der Wirtszelle, aus der das HIV-Viruspartikel
ausgeknospt ist (Kolegraff et al. 2006). An der Innenseite der Virushille ist das
p17-Matrixprotein (MA) verankert (Bukrinskaya 2007). Im Zentrum liegt das
Capsid, das als konische Struktur von Capsid-Proteinen (p24, CA) gebildet wird
(Adamson und Jones 2004). Darin befinden sich zwei identische Kopien der
viralen genomischen RNA, die an Nucleocapsidproteine (p7, NC) gebunden sind.
Aulerdem sind im Capsid noch die viralen Enzyme Protease (PR), Integrase (IN)
und Reverse Transkriptase (RT), sowie die viralen akzessorischen Proteine Nef, Vif
und Vpr enthalten. Im reifen Viruspartikel konnten die viralen Proteine Rev, Tat
und Vpu bisher nicht nachgewiesen werden, vgl. 4.4.2.2.1 (Frankel und Young
1998; Turner und Summers 1999).

Das HIV-1 Genom hat eine Lange von ca. 9,2 kb und liegt als Plus-Strang RNA
vor (siehe Abbildung 2, A). Es enthdlt neun offene Leserahmen (ORF), die fir
insgesamt 15 Proteine kodieren. Nach der Integration in das Wirtsgenom ist das
HIV-Genom von LTRs (,long terminal repeats”) flankiert. Die 5’-LTR fungiert als
viraler Promotor, die 3’-LTR als Terminator der Transkription.

Das gag Gen kodiert fiir das Vorlduferprotein p55, aus dem das Matrixprotein
p17, das Capsidprotein p24, das Nucleocapsidprotein p7 und das Protein p6
herausgeschnitten wird. Die viralen Enzyme werden vom pol-Gen kodiert, indem
zundchst ein Gag-Pol-Vorlduferproteins synthetisiert wird, aus dem der Komplex
aus Reverser Transkriptase/Ribonuclease H p51/p66, die Integrase p32 und die
Protease p10 herausgeschnitten werden. Die Membranproteine werden vom env-
Gen kodiert. Dabei wird das Vorlduferprotein gp160 synthetisiert, das in das
Oberflachen-Glykoprotein gp120 und das transmembrane Glykoprotein gp41
gespalten wird (Tang et al. 1999; Cimarelli und Darlix 2002).

Darliber hinaus werden die regulatorischen Proteine Tat und Rev sowie das
akzessorische Protein Nef von vollstindig gespleilsten viralen Transkripten synthe-
tisiert. Die akzessorischen Proteine Vif, Vpu und Vpr werden wie Env, Gag und
Gag-Pol Vorlduferproteine von unvollstindig gespleilsten viralen Transkripten in
der spaten Phase der HIV-Infektion synthetisiert. Das HIV Rev-Protein ist verant-
wortlich dafiir, dalt diese Transkripte nicht vollstindig gespleifst werden, siehe 1.2
und z.B. Cullen (1998).

12
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1.1.6  Replikationszyklus von HIV

Recognition Fusion and
and Binding Penetration

Chemokine Receptor 9

CD4 Receptor J\,

« N
Reverse p
Transcription W
»
&

T Farly Phase
Late Phase

(-1
- -

Expression
Spliced BNA  Unspliced RNA

)' *  Ribosomal

Translation z & Ribosomal
Nef .;I"ranshtim
T 7 Endoplasmic L
Reticulum o
Tl Vpu ¢ N y
T‘ i s «© c"c
¢ & Gag-Pol
e e
(Genome
Recognition

Maturation

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Replikationszyklus von HIV. Erlduterungen siehe
Text. Aus Turner und Summers (1999).

Wichtige Schritte der Replikation von HIV-1 werden im folgenden beschrieben,
vgl. Abbildung 3.

Als primdrer Rezeptor fiir HIV fungiert das Glykoprotein CD4, das sich auf der
Oberfliche von T-Lymphozyten, Makrophagen und Monocyten, Eosinophilen,
Dendritischen Zellen und Mikrogliazellen des ZNS befindet. Das Oberflichen-
Glykoprotein gp120 von HIV bindet CD4. Fiir eine effiziente Infektion der Zelle
sind jedoch zusatzlich Corezeptoren erforderlich. CCR5 ist notwendiger Corezep-
tor monozytotroper (M-troper) HIV-Isolate (Deng et al. 1996; Dragic et al. 1996).
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Menschen mit einem Defekt im Gen fir CCR5 sind weitgehend resistent gegen-
tber HIV-Infektionen (Liu et al. 1996). Die wenigen Menschen mit Deletion im
CCR5-Gen, die sich trotzdem mit HIV infizierten, wurden durch T-Zell-trope (T-
trope) Viren infiziert (Biti et al. 1997). Fir T-trope Viren ist der Chemokinrezeptor
CXCR4 der Corezeptor (Feng et al. 1996). Einige (Labor-) Isolate von HIV konnen
Zellen auch CD4-unabhingig infizieren.

Durch die Bindung an CD4 erfdhrt das gp120 Protein von HIV eine Konformati-
onsdnderung, so daf$ es mit hoher Affinitat die entsprechenden Chemokinrezepto-
ren binden kann. Der transmembrane Anteil des gp160 Protein, das gp41 Protein,
erfahrt ebenfalls eine Konformationsanderung, was dazu fiihrt, dal$ das hydropho-
be aminoterminale Ende von gp41 in die Membran der Wirtszelle inseriert.
Dadurch wird die Fusion der Membranen zwischen Virus und Wirtszelle eingelei-
tet (Chan et al. 1997).

Das HIV Matrix-Protein (MA) wird anschlieend durch die zelluldre Kinase MAPK
(mitogen-activated protein kinase) phosphoryliert, was das Ablosen des Kom-
plexes aus MA und Reverser Transkriptase von der Zellmembran bewirkt (Jacque
et al. 1998).

Anschlieffend entleert sich der Inhalt des Viruscapsids in die Wirtszelle (,uncoa-
ting”). Die virale RNA wird im Zytoplasma durch das virale Enzym Reverse
Transkriptase in provirale DNA umgeschrieben. An die Primer-Bindestelle (PBS)
im 5’ Bereich auf der RNA ist eine zelluldre tRNA"*, die bereits im viralen Partikel
mit verpackt war, hybridisiert und dient damit als Primer bei der reversen
Transkription (Renda et al. 2001). Die provirale DNA liegt zundchst im Zytoplas-
ma vor, mufS in den Zellkern gebracht werden und mit Hilfe der viralen Integrase
in die DNA der Wirtszelle integriert werden. In latent infizierten ruhenden CD4"
T-Zellen liegt die provirale DNA nicht integriert im Zytoplasma vor und wird erst
nach Aktivierung der T-Zelle in das Wirtsgenom integriert (Zack et al. 1990).
Latent infizierten ruhenden CD4" T-Zellen stellen daher u.a. mit Zellen des ZNS
wichtige langlebige Virusreservoirs dar (Chun et al. 1997; Brack-Werner 1999;
Brack-Werner und Bell 1999).

Die provirale DNA wird im sog. Prdintegrationskomplex, der aus der neu syntheti-
sierten viralen DNA, viralen und zelluldren Proteinen besteht, in den Zellkern
transportiert (Miller et al. 1997). Bei diesem Transport spielt u.a. das virale Protein
Vpr eine Rolle, indem es den Prdintegrationskomplex mit der Importmaschinerie
verbindet, obwohl es selbst keine NLS Signalsequenz (vgl. 1.2.1) enthilt (Nie et
al. 1998; Popov et al. 1998; Vodicka et al. 1998).

Nach der Integration ins Wirtsgenom vermittels der viralen Integrase fungiert die
5’-LTR als viraler Promotor. Hier binden auch zelluldre Transkriptionsfaktoren wie
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NF-kB und aktivieren damit die virale Transkription. Zundchst werden die regula-
torischen Proteine Tat, Rev und Nef synthetisiert. Das Tat Protein ist ein wichtiger
Transkriptionsaktivator. Direkt nach der Integration der viralen DNA ins Wirtsge-
nom kann Tat, das schon von der Transkription vor der Integration her stammt,
Histon-Acetyltransferasen (HATSs) rekrutieren. Durch die Aktivitit der HATs
werden die Nukleosomen an der LTR umgeordnet, so dal® Transkriptionsfaktoren
zutreten konnen. Tat kann die Transkription weiter stimulieren, indem es das sog.
TAR-Element, eine Sekundarstruktur (stem-loop Struktur) im naszierenden RNA-
Transkript, bindet und die zelluldren Proteine Cyclin T und Cdk9 (cyclin-
dependent protein kinase-9) rekrutiert, was zur Hyperphosphorylierung der RNA-
Polymerase Il fihrt (Wu 2004).

Die frithen Transkripte, die zu den regulatorischen Proteinen Tat, Rev und Nef
fihren, sind vollstindig gespleif’t. Jedoch werden in der spaten Phase der HIV-
Infektion im Zytoplasma auch unvollstindig gespleilste Transkripte bendtigt. So
kodiert das ungespleifSste Transkript fir die Gag und Gag-Pol Proteine; einfach
gespleifite mRNAs kodieren fiir Env, Vpu, Vif und Vpr. Der Export unvollstandig
gespleiliter Transkripte wird durch das HIV Rev-Protein bewerkstelligt, siehe 1.2.
Das Env Vorldufer-Polyprotein gp160 wird im Endoplasmatischen Reticulum (ER)
synthetisiert und im ER und Golgi-Apparat posttranslational modifiziert. Das
gp160 Protein oligomerisiert in einen trimeren Komplex und wird stark glykosy-
liert. Das ungeschnittene Gag Polyprotein enthalt drei wichtige Domanen: M fir
,membrane targeting”, | fiir ,interaction” und L, die sog. ,late” Domane. Die M
Doméne ist myristyliert und schafft Gag an die Plasmamembran. Die I-Doméne ist
verantwortlich fir die Interaktion der einzelnen Gag-Monomere miteinander. Das
Ausknospen von HIV (,Budding”) wird lber die L-Domidne vermittelt. Dieser
Prozel wird genauer in 5.2.5 beschrieben (Gomez und Hope 2005; Zhu et al.
2006). Die Verpackung der viralen genomischen RNA wird vermittelt tber eine
Bindung an NC und das Verpackungssignal y, das nur in der kompletten viralen
genomischen RNA vorhanden ist (Berkowitz et al. 1996). Zwei Kopien der viralen
genomischen RNA bilden ein Dimer und werden in das Viruspartikel inkorporiert
(Sundquist und Heaphy 1993; Paillart et al. 1996). Der genaue Mechanismus, wie
die genomische virale RNA in das Viruspartikel gelangt, und welcher Zusammen-
hang dabei mit der Gag-Multimerisierung besteht, ist noch unbekannt, siehe z.B.
Cimarelli und Darlix (2002). In dieser Arbeit wurde eine Hypothese (,Assembly-
Hypothese”) entwickelt, die dazu beitragen kann, diese offene Frage zu beantwor-
ten, sieche 4.4.2.2.1.
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1.2 Das HIV-1 Rev-Protein

In dieser Arbeit wurden zwei neue Proteine identifiziert, die mit dem HIV-1 Rev
(regulator of virion expression) Protein interagieren. Daher wird im folgenden auf
wichtige Eigenschaften des Rev-Proteins eingegangen.

Das Rev-Protein besteht aus 116 Aminosduren und besitzt damit ein Molekular-
gewicht von ca. 13 kD. Es ist phosphoryliert (Cochrane et al. 1989), und es lduft
bei der SDS-PAGE bei ca. 17 kD (Nalin et al. 1990), vgl. Abbildung 30, 3.2.2.2.
Es ist ein kleines basisches Protein, das z.B. in HelLa-Zellen im Zellkern in den
Nukleoli lokalisiert ist (Cullen et al. 1988).

1.2.1  Funktion des Rev-Proteins

M Nucleus
L N

Cytoplasm

“?-'anB'Q/

Ran-GDP

e
’) Ran-GAP1
Qo
S

R

Abbildung 4: Transport des Rev-Proteins zwischen Zellkern und Zytoplasma. Erlduterungen siehe
Text. Aus Strebel (2003).

Das Rev-Protein ist verantwortlich fir den Export ungespleifiter und partiell
gespleiliter viraler Transkripte aus dem Zellkern. Dagegen ist in der frithen Phase
der HIV-Infektion der Export von vollstindig gespleilsten viralen Transkripten, die
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fir die regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef codieren, Rev-unabhdngig. In
der spdten Phase der HIV-Infektion bindet Rev unvollstindig gespleilite und
ungespleilite virale Transkripte und vermittelt deren Export aus dem Zellkern. Das
Rev-Protein enthdlt ein Arginin-reiches RNA Bindemotiv (ARM, siehe 1.2.2), liber
das die Bindung einer Sekundarstruktur (stem-loop Struktur), dem Rev response
element (RRE, siehe 1.2.3) im env Gen des viralen Transkripts, vermittelt wird
(Malim et al. 1989), siehe Abbildung 4, Schritt 1. Das Arginin-reiche Motiv enthalt
auch das Signal fir den Import in den Zellkern NLS (nuclear localization signal).
Uber das NLS erfolgt die direkte Interaktion mit dem Import-Faktor Importin-&
(sieche Abbildung 4, Schritt 2 — 1), ohne die Bindung eines Adapter-Molekdils wie
Importin-a, was bei anderen Proteinen mit NLS ublich ist (Truant und Cullen
1999).

Im Zellkern bindet Rev das Transkript mit RRE zundchst an einer Stelle mit hoher
Affinitat (Tiley et al. 1992). Weitere Rev-Molekiile binden kooperativ, so dal8 es
zur Oligomerisierung von Rev auf der RRE-RNA kommt (Thomas et al. 1998; Jain
und Belasco 2001). Die Fahigkeit von Rev mit sich selbst zu interagieren, wurde
von Daelemans et al. (2004) durch in vivo FRET (fluorescence resonance energy
transfer) untersucht. Dabei stellte sich heraus, dals in den Nukleoli, wo Rev im
Gleichgewicht bei vielen Zelltypen Uberwiegend lokalisiert ist (Cullen et al.
1988), eine starke Rev-Rev Interaktion zu beobachten ist. Allerdings konnte auch
eine Rev-Rev Interaktion im Zytoplasma beobachtet werden, wenn auch mit
geringerer FRET-Effizienz, was auf geringere Interaktionsstarke schliefen [dft. Die
kooperative Oligomerisierung von Rev auf der RRE im Zellkern erfolgt vermutlich
in der Weise, dal¥ ein Rev Molekiil mit dem nachsten in umgekehrter Orientie-
rung (,Kopf-an-Kopf und Schwanz-an-Schwanz”) interagiert (Jain und Belasco
2001). Der Export von Rev und gebundener RRE-RNA wird {iber das Export-Signal
NES (nuclear export signal) vermittelt. Dieses Export-Signal enthdlt einen Ab-
schnitt, der reich an der Aminosdure Leuzin ist (Wen et al. 1995; Meyer et al.
1996). Das zelluldre Protein Crm1 bindet Proteine, die das Export-Signal NES
enthalten und vermittelt deren Export aus dem Zellkern, siehe Abbildung 4, Schritt
3 (Fornerod et al. 1997a; Bogerd et al. 1998). Crm1 bindet Rev (iber die NES und
interagiert mit Proteinen des Kernporenkomplexes NPC (nuclear pore complex)
(Fornerod et al. 1997b; Neville et al. 1997). Die zellulare GTPase Ran reguliert
die Interaktion zwischen Crm1 und Rev. Im Zellkern liegt Ran in GTP (Guanosin-
Triphosphat)-gebundener Form vor, wohingegen Ran im Zytoplasma als Ran-GDP
(Guanosin-Diphosphat) vorliegt. Verantwortlich fiir den GTP-GDP-Austausch sind
im Zellkern das Protein RCC1 (regulator of chromosome condensation 1), das
Ran-GTP generiert (siehe Abbildung 4 Schritt 4), und im Zytoplasma das Protein
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Ran-GAP1, das die GTPase Funktion von Ran aktiviert und damit die Spaltung
von GTP zu GDP bewirkt (siehe Abbildung 4 Schritt 5). Auf diese Weise wird also
ein RanGTP-Gradient Uber die Zellkernmembran erzeugt, der wahrscheinlich fir
die Richtung der Transportvorgdnge am Kernporenkomplex verantwortlich ist
(d.h. Import in den / oder Export aus dem Zellkern) (Izaurralde et al. 1997). Die
hohe Konzentration von RanGTP im Zellkern bewirkt, dall der Export-Faktor
Crm1 RanGTP und Rev (iber dessen NES Domane binden kann. Dieser Komplex
wird tber den Zellkernkomplex (NPC = nuclear pore complex) ins Zytoplasma
transportiert. Im Zytoplasma interagiert der Faktor RanBP1 mit RanGTP, worauf-
hin der Komplex aus Crm1, RanGTP und Rev dissoziiert (siehe Abbildung 4
Schritt 6) und die GTP-Hydrolyse in RanGTP stattfindet (Bischoff und Gorlich
1997). Der Export von Rev aus dem Zellkern scheint auflerdem von dem zellula-
ren Protein elF-5A (eukaryotic initiation factor 5A) abhdngig zu sein, siehe auch
1.3.2 (Ruhl et al. 1993; Bevec et al. 1996).

Ein weiteres zelluldres Protein, das eine Rolle beim Export von Rev aus dem
Zellkern spielt, ist SAM68 (Li et al. 2002a, 2002b), siehe 1.3.2.

1.2.2 Struktur des Rev-Proteins

25 35 50 65 69 85 116

Oligomerization Oligomerization
Probably Nuclear Localization Activation Pr:ll;:::ly
Non- and RNA Binding Domain essential

essential

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Domédnen des Rev-Proteins. Erlduterungen siehe Text.
Aus Van Ryk und Venkatesan (1999).

Abbildung 5 zeigt schematisch den Aufbau des Rev-Proteins und seiner Doma-
nen. In der aminoterminalen Halfte liegt ein basischer Bereich, der das NLS
(nuclear localization signal) Signal fiir den Import des Rev-Proteins in den Zell-
kern und die Lokalisation des Rev-Proteins in Nukleoli enthalt (Hope et al. 1990).
Das NLS besteht nach Kjems und Askjaer (2000) aus den Aminosduren 38 bis 46
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und enthalt die Sequenz RRNRRRRWRER. Die NLS-Region liegt in einem Bereich,
der auch als Arginin-reiche Region (ARM = aginine-rich motif) bezeichnet wird.
Die ARM Region ist verantwortlich fiir die Interaktion von Rev mit viraler RRE-
haltiger RNA, siehe 1.2.3. Beiderseits dieses basischen Bereichs liegen hydropho-
be Multimerisierungsdomanen, siehe z.B. Cole et al. (1993); Thomas et al. (1998).
In der carboxyterminalen Halfte des Rev-Proteins liegt ein Bereich, der als Aktivie-
rungs-Domadne oder Effektor-Domane bezeichnet wird und der das NES (nuclear
export signal) Signal enthdlt. Dieser Leuzin-reiche Bereich wird von Kjems und
Askjaer (2000) auf die Aminosduren 75 bis 83 eingegrenzt und enthilt die Se-
quenz LPPLERLTL. Das NES Signal ist verantwortlich fiir den Transport aus dem
Zellkern, siehe 1.2.1.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 116
MAGRS GDSDE DLLKA VRLIK FLYQS NPPPN PEGTR QARRN RRRRW RERQR QIHSI SERIL STYLG RSAEP VPLQL PPLER LTLDC NEDCG TSGTQ GVGSP QILVE SPTVL ESGAK E

[CEHELIXT | TORN | HELIX 11 ] BETA] [BETA]
Abbildung 6: Vorausgesagte Sekundarstruktur des Rev-Proteins. Aus Watts et al. (1998).

Die vermutete Sekunddrstruktur des Rev-Proteins ist in Abbildung 6 dargestellt. Im
aminoterminalen Bereich liegt demnach ein ,Helix-turn-helix”-Motiv, das fiir die
Interaktion des Rev-Proteins mit RRE-RNA wichtig ist (Auer et al. 1994; Battiste et
al. 1996). In der carboxyterminalen Halfte liegen einige Bereiche, die durch eine
R-Faltblatt-Struktur gekennzeichnet sind.

Die dreidimensionale Tertidrstruktur des gesamten Rev-Proteins ist unbekannt, da
es bisher nicht gelungen ist, das Rev-Protein vollstindig zu kristallisieren. Die
Ursache dafur ist wahrscheinlich, dall v.a. der C-Terminus von Rev in seiner
Struktur sehr flexibel ist (Auer et al. 1994) und Rev daher alleine keine einheitli-
che Kristallstruktur ausbilden kann. Dariiber hinaus besitzt Rev eine starke Ten-
denz, in Losung multimere Komplexe zu bilden (Havlin et al. 2007; Wingfield et
al. 1991; Cole et al. 1993). Durch Co-Kristallisation mit einem Protein, das direkt
und relativ stark mit Rev interagiert und Rev in seiner gesamten Lange bindet und
damit strukturell stabilisiert, ware wahrscheinlich die Aufklarung der Rev-Struktur
moglich. In dieser Arbeit wurde mit B1-1 ein Rev-interagierendes Protein identifi-
ziert, das moglicherweise fiir eine Co-Kristallisation mit Rev geeignet ist, siehe
4.4.1.1 und 4.6.
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1.2.3 Interaktion zwischen Rev und RRE-haltiger viraler RNA

Das RRE Element (Rev response element) ist ein Sequenzabschnitt der viralen
RNA im Bereich des env Gens und in allen einfach- und ungespleifSten RNA-
Spezies enthalten. Die RRE ist durch eine ausgepragte Sekundarstruktur gekenn-
zeichnet (siehe Abbildung 7), und ihre gesamte Linge betrdgt 351 Nucleotide
(Mann et al. 1994).
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Abbildung 7: Struktur der RRE (Rev response element). Verdndert aus Malim et al. (1989).

Rev kontaktiert die RRE Uber sein Helix-turn-helix-Motiv (siehe 1.2.2) an einer
bestimmten Stelle, die in der sog. SLIIB-Struktur (sieche Abbildung 7) liegt, mit
hoher Affinitat (Heaphy et al. 1991; Zemmel et al. 1996). In der SLIIB-Struktur
liegen zwei Nicht-Watson-Crick Basenpaarungen (G-A und G-G), so dals die
Doppelhelix der RRE-RNA in diesem Bereich aufgeweitet wird und der Zutritt des
ersten Rev-Molekiils ermoglicht wird (Williamson et al. 1995). Weitere Rev-
Molekiile binden die RRE-RNA, indem sie in kooperativer Weise schon gebunde-
ne Rev-Molekiile iber die Multimerisierungsdoméne und die RRE-RNA iber das
ARM-Motiv kontaktieren (Jain und Belasco 2001). Auf diese Weise oligomerisiert
Rev auf der RRE-RNA (Zemmel et al. 1996; Charpentier et al. 1997). Die Oligo-
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merisierung von Rev auf der RRE-RNA konnte in der HIV-infizierten Zelle als
,molekularer Rheostat” dienen und einen Sensor fiir die Rev-Konzentration in der
Zelle darstellen (Mann et al. 1994). Die Oligomerisierung von Rev ist essentiell fiir
die HIV Replikation, siehe z.B. Pomerantz et al. (1990, 1992); Malim und Cullen
(1991).

1.3  Antivirale Therapien gegen HIV

Im folgenden wird eine kurze Ubersicht iiber einige Aspekte der antiviralen
Therapie gegen HIV gegeben. Dabei wird in 1.3.1 auf die wichtigsten Prinzipien
der etablierten HAART (highly active antiretroviral therapy) Therapie eingegan-
gen. In 1.3.2 werden einige neue (noch) nicht etablierte Therapie-Strategien
vorgestellt.

1.3.1 HAART (,highly active antiretroviral therapy*)

In der gdngigen antiviralen Therapie gegen HIV werden vier unterschiedliche
Wirkstoffklassen eingesetzt:

1. Nukleosidanaloga,

2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase Inhibitoren,

3. Proteaseinhibitoren und

4. der Fusionshemmer T20.

In der HAART Therapie wird in der Regel eine Kombination aus drei Wirkstoffen
aus mindestens zwei Wirkstoffklassen benutzt (Chen et al. 2007). Eine kurze
Ubersicht geben z.B. Nielsen et al. (2005) und Temesgen et al. (2006).

Nukleosidanaloga, auch als NRTIs bezeichnet, greifen am viralen Enzym Reverse
Transkriptase RT an. Sie stellen alternative Substrate fiir die RT dar und fiihren
zum Kettenabbruch bei der reversen Transkription. Die Nukleosidanaloga missen
erst durch die Zelle aktiviert werden, indem sie zu Triphosphatderivaten phospho-
ryliert werden. Nukleosidanaloga, die um verschiedene Basen konkurrieren,
kdnnen in der Therapie kombiniert werden. Das Thymidin-Analog AZT wurde
1987 als erstes antiretrovirales Medikament tberhaupt eingesetzt (Fischl et al.
1987).
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Der Angriffspunkt der Nicht-Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTIs) ist ebenfalls die Reverse Transkriptase. Allerdings stellen NNRTIs keine
Substrate fiir die RT dar, sondern binden das Enzym nahe des aktiven Zentrums
und blockieren so die katalytische Aktivitdt der RT. Demzufolge miissen NNRTIs
auch nicht wie NRTIs von der Zelle durch Phosphorylierung aktiviert werden.

Das gag-pol Polyprotein wird durch die virale Protease in seine Untereinheiten
gespalten. Wenn diese Spaltung durch Proteaseinhibitoren (Pls) verhindert wird,
entstehen nicht-infektiose Viruspartikel. Die Aufklarung der Molekiilstruktur der
viralen Protease fiihrte zur Entwicklung von Proteaseinhibitoren, die genau in das
aktive Zentrum der Protease passen (Eron 2000).

T20 ist der erste zugelassene Wirkstoff aus der Klasse der sog. ,Entry-Inhibitoren”,
die den Eintritt von HIV in die Wirtszelle hemmen. T20 ist ein Peptid von 36
Aminosduren und einem Abschnitt der HR2-Region aus gp41 homolog. Es bindet
die HR1-Region in gp41 und blockiert dadurch die Bildung der sog. ,6-helix
bundle” Struktur, die fiir die Fusion notwendig ist (Oldfield et al. 2005). T20 wird
subkutan appliziert. Antikorper gegen das T20 Peptid werden zwar gebildet, diese
beeintrichtigen aber angeblich nicht die Wirkung von T20 (Walmsley et al.
2003). Resistenzen gegen T20 treten zwar auf, reduzieren aber die virale Fitnefs
(Lu et al. 2004; Menzo et al. 2004). Multiresistente Viren, die mit NRTIs, NNRTIs
und Pls nicht behandelt werden konnen, sind empfindlich gegentiber T20.

Die antiviralen Therapie gegen HIV mit den eben beschriebenen Wirkstoffklassen
ist vor allem mit zwei generellen Problemen behaftet, ndmlich einerseits mit
mangelnder Wirksamkeit, v.a. aufgrund von Resistenzentwicklung (de Mendoza
et al. 2002), und andererseits mit teils erheblichen Nebenwirkungen.

So entstehen bei Behandlung mit Nukleosidanaloga oft Resistenzen (Naeger et al.
2001; Clavel und Hance 2004; Meyer et al. 2000). AulBerdem kann es zu mito-
chondrialer Toxizitdt kommen, da NRTIs auch die humane mitochondriale DNA-
Polymerase in gewissem Umfang hemmen (Brinkman et al. 1999). Nicht-
Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren sind zwar frei von mitochon-
drieller Toxizitdt — es treten aber schnell Resistenzmutationen auf. Bei den Ne-
benwirkungen der Proteaseinhibitoren steht v.a. die Lipodystrophie im Vorder-
grund (Nolan 2003).
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1.3.2  Neue und experimentelle Therapie-Strategien

Im folgenden werden einige ausgewdhlte neue und experimentelle Therapie-
Strategien gegen HIV dargestellt.

Neue Entry-Inhibitoren

Es gibt verschiedene neue Strategien, das Eindringen von HIV in die Wirtszelle zu
verhindern. Sogenannte ,Attachment-Inhibitoren” zielen darauf ab, das Andocken
von gp120 an den CD4 Rezeptor zu verhindern. Eine Strategie war es, 16sliche
CD4 Molekiile einzusetzen, die mit den CD4 Rezeptoren auf der Wirtszelle
konkurrieren sollten (Daar et al. 1990; Schooley et al. 1990). Eine dhnliche
Strategie ist der Einsatz eines |6slichen tetravalenten Antikorpers, der die CD4
Bindungsstelle von HIV auf seiner Oberflache tragt (PRO 542).

Die Blockierung der Co-Rezeptoren fiir den Eintritt von HIV in die Zelle ist eine
weitere Strategie. Die beiden wichtigen Co-Rezeptoren fir HIV sind CCR5 und
CXCR4. Die Blockierung des CCR5 Co-Rezeptors ist von den zu erwartenden
Nebenwirkungen her wahrscheinlich unproblematisch, da Menschen mit einem
CCR5-Defekt klinisch nicht auffillig, aber nahezu resistent gegeniiber Infektion
mit M-tropen Viren sind, siehe 1.1.6. Eine Blockierung des CXCR4 Co-Rezeptors
ist dagegen wahrscheinlich problematischer. So sind beim Menschen keine
harmlosen Defekte von CXCR4 bekannt, und eine Blockierung von CXCR4 hatte
im Tierversuch weitreichende Konsequenzen (Zou et al. 1998). Trotzdem gibt es
Versuche, den CXCR4 Co-Rezeptor mit Hilfe kleiner synthetischer Molekiile zu
blockieren (Schols et al. 1997) oder gentherapeutisch mit Hilfe von siRNA (siehe
unten) oder anderer MaRnahmen die Expression von CXCR4 oder auch CCR5 in
den Zellen herunterzuregulieren (Chen et al. 1997).

Antivirale Strategien, die am HIV Rev-Protein (direkt oder indirekt) ansetzen

Das HIV Rev-Protein ist aufgrund seiner zentralen Rolle im HIV Replikations-
zyklus (1.1.6, 1.2.1) pradestiniert dafiir, einen Angriffspunkt flir antivirale Strategi-
en gegen HIV darzustellen. So gibt es keine zelluldren homologen Proteine zu
Rev (auller von humanen endogenen Retroviren abstammende Rev-dhnliche
Molekiile wie K-Rev von HERV-K (Yang et al. 1999)). Ebenso existiert kein zellula-
res Protein, das ein fehlendes Rev-Protein funktionell ersetzen konnte. Hier liegen
also Virus-eigene Strukturen und Funktionen vor, und es besteht damit die Chan-
ce, spezifisch das Virus therapeutisch zu treffen, ohne zelluldre Strukturen und
Funktionen zu beeintrachtigen.
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Trotzdem gibt es bislang noch keine etablierte Therapie, die am Rev-Protein
ansetzt. Die meisten Ansdtze sind aufgrund zu geringer Wirksamkeit oder zu
hoher Toxizitdt gescheitert; einige wenige Ansdtze hingegen befinden sich in
klinischen Versuchen.

Ein gut charakterisiertes trans-dominant negativ wirkendes Protein ist die Rev-
Mutante RevM10, bei der die NES-Region mutiert ist. RevM10 kann mit wildtyp
Rev oligomerisieren und im Zellkern RRE-RNA binden, diese aber nicht exportie-
ren, da die Interaktion mit dem Export-Faktor Crm1 in RevM10 verhindert ist
(Stauber et al. 1995). Aufgrund seiner transdominant-negativen Wirkung inhibiert
RevM10 die Funktion von wildtyp Rev und damit die HIV Replikation, wenn es in
humanen T-Zellen exprimiert wird (Bevec et al. 1992; Bonyhadi et al. 1997).
T-Zellen, die aus HIV-Patienten gewonnen wurden, zeigten eine lingere Uberle-
bensdauer, wenn sie mit Expressionskonstrukten fiir RevM10 transduziert wurden
(Woffendin et al. 1996). Jedoch werden fiir eine effiziente Hemmung hohe Spie-
gel an RevM10 in den Zellen benétigt (Plavec et al. 1997).

Ein weiteres Rev-inhibierendes Protein ist Sam68AC, eine dominant negativ
wirkende Mutante des zelluldren Proteins Sam68 (Src-associated protein in
mitosis 68), bei dem der C-Terminus deletiert wurde. Sam68 ist beteiligt am Rev-
bedingten viralen RNA Export und essentiell fiir die HIV Replikation (Modem et
al. 2005). Sam68AC ist zytoplasmatisch lokalisiert und bindet Rev wahrscheinlich
direkt, so dall Rev vom Transport in den Zellkern abgehalten wird — moglicher-
weise indem Sam68AC das NLS Signal in Rev maskiert. Das NLS Signal von
Sam68 ist in der Mutante Sam68AC deletiert. So kann Rev seine Funktionen im
Zellkern nicht erfiillen, und die HIV-Replikation ist dadurch inhibiert (Reddy et al.
1999).

Eine weitere Protein-basierte Strategie ist die Expression eines anti-Rev single-
chain Antikorpers (sFv). Die variablen Regionen von leichter und schwerer Kette
eines monoklonalen Antikorpers gegen Rev wurden intrazelluldr exprimiert. sFvs
gegen Rev rekrutieren das Rev-Protein ins Zytoplasma und beschleunigen so die
Degradation des Rev-Proteins. Sie hemmen daher die HIV-Replikation (Duan et
al. 1994).

Die Interaktion zwischen Rev und der viralen RRE-RNA war Angriffspunkt vieler
antiviraler Strategien. So wurden sog. ,RRE RNA decoys” eingesetzt, um Rev von
der Bindung der viralen RRE abzuhalten, indem Rev statt dessen das decoy
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binden sollte. Dabei handelte es sich um kurze Nukleotid-Sequenzen, die Se-
quenzen aus der viralen RRE enthielten und in Zellen iberexprimiert wurden. So
wurde ein 41 Nukleotide langes decoy, das der RRE-Sequenz SLIIB entsprach
(siehe 1.2.3) in klinischen Studien untersucht (Lamothe und Joshi 2000; Lee et al.
1992).

Eine weitere Strategie, die die Interaktion zwischen Rev und viraler RRE-RNA
ausnutzte, war die Konstruktion von Fusionsproteinen aus Rev und einer Nuklea-
se. Damit sollte erreicht werden, daf8 die von diesem Fusionsprotein gebundene
virale RRE-RNA geschnitten wird (Singwi und Joshi 2000).

Ein anderer Ansatzpunkt ist der Einsatz von siRNAs, um die Expression von Rev
zu hemmen. Uber den ProzeB der RNA-Interferenz (RNAi) kann die
posttranskriptionelle Inaktivierung von Genen erreicht werden. Hierbei
inaktivieren doppelstrangige RNA-Molekiile (dsRNA) spezifisch Gene mit
komplementdren Sequenzen. Dabei werden dsRNA Molekiile durch die RNase
Dicer in 21 Nukleotide lange dsRNAs geschnitten, die ,small interfering RNAs”
oder siRNAs genannt werden. Diese siRNAs bewirken RNA-Interferenz, indem sie
den ,RNA induced silencing complex” rekrutieren und so die Degradation der
komplementdaren mRNA veranlassen. Durch Einbringen von siRNAs in Zellen
kann daher spezifisch die Expression von mRNAs, die komplementdre Sequenzen
enthalten, gehemmt werden (Sharp 2001). So wurden auch siRNAs mit
Komplementaritat zur Rev-Sequenz eingesetzt mit dem Ergebnis, dal$ die HIV-
Replikation inhibiert wurde (Coburn und Cullen 2002; Lee et al. 2002).

Strategien mit Wirkstoffen von kleinem Molekulargewicht (,small molecular
weight compounds”) zielten auf eine Inhibierung der Interaktion von Rev mit
zelluldaren Co-Faktoren oder der RRE-RNA ab. Da diese Wirkstoffe meist mit
zelluldren Proteinen interagieren, verursachen sie in der Regel zytotoxische
Effekte und sind klinisch nicht einsetzbar. So bindet z.B. Leptomycin B (LMB) an
den Export-Faktor Crm1 und verhindert somit die Interaktion von Crm1 mit Rev.
Daher kann Rev also nicht aus dem Zellkern exportiert werden und somit seine
normale Funktion nicht erfiillen (siehe 1.2.1) (Wolff et al. 1997). Allerdings wird
ebenfalls der Export zelluldrer Proteine mit NES, wie z.B. PKI, inhibiert (Fornerod
et al. 1997a).

Der interkalierende Farbstoff Pyronin Y hemmt die Rev-RRE Interaktion. Da er
aber auch in DNA interkaliert, verursacht er starke zytotoxische Effekte und ist fir
eine Inhibierung der HIV-Replikation nicht einsetzbar (Heguy 1997).
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Eine weitere Strategie, die an einem zelluldren Co-Faktor von Rev ansetzt, ist die
folgende. Das zelluldre Protein elF5A ist fiir die Rev-Funktion essentiell. Es enthalt
als einziges bekanntes Protein die modifizierte Aminosaure Hypusin. Hypusin
wird u.a. durch das Enzym DHS (Deoxyhypusin-Synthase) an elF5A generiert.
Inhibierung  von DHS durch den Wirkstoff CNI-1493 (N,N -bis[3,5-
bis[1(aminoiminomethyl)-hydrazonoethyllphenyl]decandiamid-tetrahydrochlorid)
oder RNA-Interferenz hemmt die HIV Replikation (Hauber et al. 2005).

Die gdngige HIV Therapie und auch neue Strategien sehen sich v.a. mit zwei
wichtigen Problemen konfrontiert. Da eine Eradikation von HIV nicht moglich ist,
muf die Therapie tber Jahrzehnte durchgefiihrt werden; daher sollten die Medi-
kamente keine Langzeit-Toxizitdt zeigen. Die gdngigen Medikamente (aufer das
Peptid T20) sind aber z.T. mit erheblicher Toxizitdt und damit Nebenwirkungen
verbunden (s.0.). Das zweite Problem ist die Entwicklung von Resistenzen. So
entstehen in einem HIV-infizierten Menschen (mit Behandlung durch einen
Protease-Inhibitor) taglich ca. 10,3-10° neuer Viruspartikel (Perelson et al. 1996).
Es entstehen dabei u.a. aufgrund der hohen Fehlerrate der Reversen Transkriptase
stindig neue Mutationen und somit Virusvarianten, die auch als ,Quasispezies”
bezeichnet werden. Unter antiviraler Therapie werden resistente Varianten
herausselektiert, die schrittweise immer starkere Resistenzen akkumulieren kon-
nen (Drake 1993).

Daher besteht die Notwendigkeit, neue HIV-Therapien zu entwickeln, die wirk-
sam und vertraglich sind. Wirksamkeit heifSt in diesem Fall, da8 der neue Wirk-
stoff auch gegen multiresistente Viren wirken soll. Das kann am besten erreicht
werden, indem einerseits der Wirkstoff in Replikationsprozesse von HIV eingreift,
die von gangigen Wirkstoffen nicht angegriffen werden, und andererseits indem
der neue Wirkstoff so spezifisch wie moglich nur in den Replikationszyklus von
HIV eingreift. Durch eine moglicht hohe Spezifitit kann gleichzeitig auch eine
gute Vertraglichkeit erreicht werden, da normale zelluldre Prozesse durch einen
hochspezifischen antiviralen Wirkstoff nicht blockiert werden sollten.

Das HIV-Rev-Protein stellt aufgrund seiner zentralen Rolle im HIV Replikations-
zyklus (siehe 1.1.6, 1.2.1) einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir neue
antivirale Wirkstoffe dar. Proteine konnen aufgrund ihrer komplexen dreidimen-
sionalen Struktur andere Proteine mit hochstmdglicher Spezifitat binden. Zellulare
Proteine oder Peptide hiervon, die in therapeutischer Absicht appliziert werden,
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sind mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit in hohem Male vertraglich, da sie eben
natlirlicherweise in der Zelle vorkommen. Aullerdem werden hochstwahrschein-
lich auch keine neutralisierenden Antikorper gebildet, da der Organismus immu-
nologisch tolerant gegeniiber diesen Proteinen bzw. Peptiden sein sollte. Daher ist
es ein vielversprechendes Vorhaben, neue zelluldre Proteine (oder Peptide hier-
von) zu identifizieren, die das HIV Rev-Protein moglichst direkt und stark, d.h. mit
moglichst hoher Spezifitit, binden kénnen.
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Rev-interagierende zelluldre Proteine (oder Frag-
mente hiervon) zu finden. Dabei wird mit einem bakteriellen Zwei-Hybrid-System
eine Methodik angewendet, die es erlaubt, Interaktoren zu finden, die Rev erstens
moglichst direkt und zweitens mit moglichst hoher Affinitdt binden.

Diese neu identifizierten Rev-interagierenden Proteine konnen einerseits Co-
Faktoren fiir die Rev-Funktion darstellen und so wichtige Hinweise auf noch
unbekannte Prozesse bei der Interaktion zwischen HIV und Wirtszelle bieten.
Andererseits konnen die neu identifizierten Rev-Interaktionspartner die normale
Funktion des Rev-Proteins blockieren, insbesondere wenn sie Rev direkt und mit
relativ hoher Affinitdt binden. In diesem Fall kénnen die fir die Rev-Funktion
notigen zelluldren Proteine oder auch weitere Rev-Molekiile (Rev Oligomerisie-
rung) oder virale RRE-RNA nicht mehr von Rev gebunden werden, v.a. dann
wenn die Interaktionsstirke mit diesen flir die Rev-Funktion notigen Faktoren
geringer ist als die des neuen direkt bindenden Rev-inhibierenden Proteins. Es
wiirde so zu einer Blockierung des Rev-Proteins kommen und aufgrund der
zentralen Rolle von Rev im HIV-Replikationszyklus eine Inhibierung der HIV-
Replikation erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1  Material

2.1.1 Chemikalien

Name
B-Mercaptoethanol
2log DNA-Ldngenstandard
3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol)
Adenin HCI
Ampicillin
Bacto Agar
Bromphenolblau
Chloramphenicol
Chloroform
Dimethyl-Formamid
Dithiothreitol (DTT)
DMSO (Dimethylsulfoxid)
dNTPs
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)
EGTA (Ethyleneglycol-bis(b-aminoethyl)-
N,N,N’,N'- tetraessigsdure)
Ethanol
Ethidiumbromid
Fotales Kalberserum FKS
His dropout amino acid supplement
Immersol 518 F Immersionsol

IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalactosid)

[sopropanol
Kanamycin
Methanol

Milli-Q Wasser

Natriumazetat

ONPG (2-Nitrophenyl-B-D-
galactopyranosid)

Protease-Inhibitor Tabletten (,Complete
Mini”)

Bezugsquelle
Sigma, Deisenhofen
New England Biolabs, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Gibco, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Pharmacia Biotech, Freiburg
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Gibco, Karlsruhe

BD Biosciences, Clontech

Carl Zeiss, Oberkochen

Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Filtration durch Millipore Anlage
(Millipore Water System, Eschborn)
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roche
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ProteinG Sepharose (,ImmunoPure Immo-
bilized Protein G*)

Proteinmarker Full range rainbow recom-
binant protein molecular weight marker
Proteinmarker Prestained Protein Marker,
Broad Range (6-175 kD)

Proteinmarker SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Standard

SDS (Natriumdodecylsulfat)

SeaKem LE Agarose

Streptomycin

Tetracyclin

Thiamin HCI

Tris

Triton X-100

Tween 20

weitere Chemikalien als Reinsubstanz
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-
D-galactopyranosid)

Pierce
Amersham Pharmacia Biotech
New England Biolabs, Schwalbach

Invitrogen

Lowe Biochemika, Miinchen
FMC Bio Products, Rockland, USA
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Lowe Biochemika, Miinchen
Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

in der Regel Sigma, Deisenhofen
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim

Oligonukleotide fiir die PCR wurden in der AG BIODV von Herrn Utz Linzner in der
GSF, Neuherberg synthetisiert bzw. bezogen von der Firma Metabion international AG,

Martinsried.
2.1.2  Puffer und Losungen
Puffer / Losung Zusammensetzung

64 g Na,HPO,x7H,0
15g KH,PO,
2,5 g NaCl
5 NH,CI

* 10 x M9 Salze & )

in 0,5 Liter sterilem Wasser gelost bei RT

in 100 ml aliquotiert

Autoklaviert

Bei 4 °C gelagert
Tris Base 250 mM

5x TBS (pH 7,6)

NaCl 7500 mM

Mit 1N HCl auf pH 7,6 gebracht

30



Material und Methoden

* Antibiotische-Antimykotische L6-
sung (100x) (Gibco)

* Auftragspuffer flir DNA

* Coomassie-Entfarbe-Losung

* Dephosphorylierungspuffer (10x)
(Roche)

e  DMEM (Gibco)
e DMEM ohne Phenolrot (Gibco)

e Einfriermedium fur Bakterien

¢ |B-Medium (nach Luria-Bertani)

M9 Additiv fir 500 ml M9+ Medium
(67,5 ml)
* Losung 1:

M9 Additiv fir 500 ml M9+ Medium
(67,5 ml)
* LoOsung 2:

*  MES SDS Laufpuffer (20x) (Invitro-
gen)

* NuPAGE LDS Probenpuffer (4x)
(Invitrogen)

10000 Units/ml Penicillin G Lésung
10000 pg/ml Streptomycin Losung

25 pg/ml Amphotericin B als Fungizone in
0.85 % Saline

0,25 % Bromphenolblau

40 % (w/v) Sucrose

Lagerung bei 4 °C

50 % (v/v) Ethanol

7,5 % (v/v) Essigsaure

0,5 M Tris-HCI

50 mM MgCl,, pH 8,5

mit Glutamax-1 (L-Analyl-L-Glutamin) und
4,5 g/l Glucose

mit Glutamax-1 (L-Analyl-L-Glutamin) und
4,5 g/l Glucose

2 Teile 80 % Glycerol

1 Teil 10 mM MgCl,

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

Aqua dest. auf 1 1, pH 7,0

10 ml 20 % D(+)Glucose — steril gefiltert
5 ml 20 mM Adenin HCI — steril gefiltert
50 ml 10x His Dropout Supplement

0,5 ml einer 1T M MgSO, Losung

0,5 ml einer T M Thiamin HCI Lésung
0,5 ml einer 10 mM Lésung ZnSO,

0,5 ml einer 100 mM Lésung CaCl,

0,25 ml aus 100 mM IPTG

alle Komponenten steril gefiltert

MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure) 1M

Tris Base T M

SDS 69,3 mM

pH 7,3

4 g Glycerin

0,682 g Tris Base

0,666 g Tris HCI

0,800 g LDS

0,006 g EDTA

0,75 ml einer 1 % Losung Serva Blue G250
0,25 ml einer 1 % L6sung Phenol Rot
mit Wasser auf 10 ml
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NuPAGE Reducing Agent (Invitro-
gen)

NuPAGE Transfer Buffer (20x)
(Invitrogen)

ONPG-L6sung (Substrat fiir
R-Galactosidase)

PBS

PBS-T

Puffer fir die Co-
Immunoprazipitation-

Puffer Z (fir den b-Galactosidase-

Assay)

SDS PAGE Probenpuffer (2x)

SOC-Medium (Gibco)

Stripping Buffer

0,5 M DTT in stabilisierter Form

500 mM Bicin

500 mM Bis-Tris

20,5 mM EDTA

1 mM Chlorobutanol

4 mg/ml ONPG (2-Nitrophenyl-3-D-
galactosid) in Puffer Z (siehe unten)
(stets frisch angesetzt)

140 mM NaCl

5,4 mM KClI

9,7 mM Na,HPO,2+H,0O
2mM KH,PO,

0,1 % Tween20 in PBS

10 % Glycerol

0,1 % Triton X100

15 mM EGTA

5x TBS

1 uM DTT

0,06 M Na,HPO,*2H,0O
0,04 M NaH,PO,*H,O

0,01 M KClI

0,001 M MgSO,*7H,0
0,05 M 2-Mercaptoethanol
0,09 M Tris-Cl, pH 6,8

20 % Glycerin

2 % SDS

0,02 % Bromphenolblau
0,1TMDTT

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5 mM KCl

20 mM Glucose

auf 1 | mit Aqua dest., pH 7,0
100 mM 3-Mercaptoethanol
2 % SDS

62,5 mM Tris, pH 6,7

oder

0,1 M Glycin

0,1 % SDS

pH 2,2
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2 M Tris-Acetat

¢ TAE (50x) 100 mM Na,-EDTA
10 mM Tris-HCI

R 10 mM Tris-Cl, pH 8,0
1T mM EDTA

0,05 % (w/v) Trypsin
0,02 % (w/v) EDTA

in PBS ohne Ca**, Mg**
50 mM EDTA

1 Spatelspitze Lysozym

e Trypsin/EDTA Losung (Biochrom,
Berlin)

e Westernblot-Puffer fir bakterielle

5 pl Benzonase
Zellen

+ nach Bedarf 1/2 Protease-Inhibitor Tablette
auf 2 ml auffullen mit PBS
10 % Glycerol

0,1 % Triton X100
e Westernblot-Puffer fir humane o

15 mM EGTA
Zellen
5x TBS
1 uM DTT
* X-Gal Losung 2 % X-Gal in N,N-Dimethylformamid

2.1.3 Medien fiir Bakterien

Als Standard-Medium fiir Bakterien wurde LB-Medium benutzt (siehe 2.1.2). Unmittelbar
nach Transformationen wurden Bakterien fiir 1 bis 1,5 Stunden in SOC-Medium hochge-
zogen, bevor sie auf Agarplatten mit dem entsprechenden Medium (z.B. LB oder M9)
ausplattiert wurden.

Fir Wachstum im BMI-System wurde LB-Medium verwendet. Wachstum von Bakterien
des BMII-Systems erfolgte in Histidin-Mangelmedium M9 His DO.

M9+ His-dropout Fliissigmedium 500 ml

. 380 ml steriles Wasser in eine 500 ml Flasche geben
. 50 ml 10x M9 Salze zugeben
. eine Praparation (67,5 ml) M9 Additiv fiir 500 ml M9+ Medium (s.0.) zugeben

bei 4 °C maximal einen Monat lagern und vor Gebrauch auf RT erwdrmen.

Permissivmedium 500 ml Agar (20 pM IPTG)

* 380 ml steriles Wasser in eine 500 ml Flasche geben

* 7,5 g Bacto Agar zugeben

* autoklavieren bei 121 °C fiir 20 Minuten

* in Mikrowelle verfliissigen — beim Abkiihlen bei 70 °C 50 ml 10x M9 Salze zugeben
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* zu einer Prdparation (67,5 ml) M9 Additiv fiir 500 ml M9+ Medium (s.o.)
1,25 ml Chloramphenicol aus 10 mg/ml stock,
100 pl aus 100 mM IPTG stock und
625 pl Tetracyclin aus 10 mg/ml stock dem Agar zugeben wenn er auf 50 °C ab-
gekihlt ist
* zuca. 25 mlin 100mm Petriplatten giellen
Platten in Alufolie maximal 1 Monat bei 4 °C lagern

Selektivmedium 500 ml Agar (5 mM 3-AT)
Wie Permissivmedium, wobei zusétzlich 2,5 ml 1 M 3-AT zugegeben werden, wenn der
Agar auf 50 °C abgekdihlt ist.

Antibiotika:

Antibiotikum Eingesetzte Konzentration
Ampicillin 100 pg/ml
Chloramphenicol 34 pg/ml

Tetracyclin 12,5 pg/ml

Streptomycin 12,5 pg/ml

Kanamycin 50 pg/ml

2.1.4 Medien fiir humane Zellen

Fir humane Zellen wurde DMEM-Medium benutzt, dem 10 % hitzeinaktiviertes fotales
Kalberserum und 1 % Antibiotisch-Antimykotische Lésung zugesetzt wurden.

Bei mikroskopischen Aufnehmen (siehe z.B. die Co-Lokalisation 3.2.2.1) wurde DMEM
ohne Phenolrot mit 10 % hitzeinaktiviertem fotalen Kdlberserum benutzt, um die opti-
sche Bildqualitdt nicht durch Phenolrot negativ zu beeinflussen.

Hela-Zellen wurden eingefroren in DMEM-Medium mit 20 % hitzeinaktiviertem fotalen
Kélberserum, 10 % DMSO und 1 % Antibiotisch-Antimykotischer Losung.

2.1.5 Kits

Name Hersteller
* BD In-Fusion Dry-Down PCR Cloning Kit BD Clontech
* Cytotox-ONE Homogeneous Membrane Integrity Assay Promega
Amersham Pharmacia
Biotech
Roche Diagnostics,

* ECL Westernblot Detektions-System

e FuGENE 6 Transfektions Kit )
Mannheim
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*  NucleoBond PC 500 (fiir Plasmid-DNA-Maxi Praparatio-
) Macherey Nagel
nen

* NucleoSpin Extract (fiir DNA-Isolationen aus Agarose-
o Macherey Nagel
Gelen und Aufreinigung von PCR-Produkten

*  NucleoSpin PI id (far P id-DNA-Mini Praparatio-
ucleoSpin Plasmid (fiir Plasmi ini Praparati Macherey Nagel
nen)
. I . Roche Diagnostics,
* Rapid DNA Ligation Kit .
Mannheim

2.1.6 Enzyme

Name Hersteller
* Benzonase Benzon Pharma A/S
* Herculase hotstart DNA Polymerase  Stratagene
in der Regel bezogen von New England

* Diverse Restriktionsenzyme Biolabs, Schwalbach;

auch von Promega, Madison, USA
* Lysozym Boehringer Mannheim
* Shrimp Alkalische Phosphatase Roche Diagnostics, Mannheim

2.1.7 Antikorper

Erstantikorper

anti-Rev-Antikorper (5C6-1-)

monoklonaler Antikorper aus Ratte, gegen die NES von Rev gerichtet (keine Reak-
tion mit RevM10) (E. Kremmer, GSF, Neuherberg);

eingesetzte Verdiinnung: 1:500

Kaninchen-anti-GFP Antikorper

Rabbit anti-GFP Antikorpers (Invitrogen). Dieser Antikdrper wurde als fallender
Antikorper bei der Co-Immunoprazipitation (siehe 2.2.6) eingesetzt. Die Konzen-
tration des Antikorpers betrug 2 pg/pl.

Maus-anti-GFP Antikorper
Monoklonaler Antikérper von Living Colors A.v. (BD Clontech, Diiren)
eingesetzte Verdiinnung: 1:1000
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Zweitantikorper
anti-Ratte-Antikorper
mit Meerrettich-Peroxidase konjugierter Anti-Ratte-Antikorper aus Ziege (Diano-
va)
anti-Kaninchen-Antikorper
mit Meerrettich-Peroxidase konjugierter Anti-Kaninchen-Antikdrper aus Ziege
(Dianova)
anti-Maus-Antikorper
mit Meerrettich-Peroxidase konjugierter Anti-Maus-Antikorper aus Ziege (Diano-

va)

Alle Zweitantikorper wurden in einer Verdiinnung von 1:10000 eingesetzt.

2.1.8 Plasmide

Verwendete vorhandene Plasmide

Folgende Plasmide wurden unverdndert fir Experimente eingesetzt bzw. dienten als
Ausgangsprodukt fir Klonierungen.

pCsRevsg143

Das Plasmid pCsRevsg143 kodiert fiir ein RevGFP-Fusionsprotein. Die Sequenzen von
Rev und GFP sind durch eine Gly-Ala-Gly Hinge-Region verbunden. Die Expression wird
durch den CMV immediate early Promotor kontrolliert. Die Rev-Sequenz stammt aus
dem HIV-Isolat HXB2, wobei in der 5’-Region eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym
Nhel eingefligt wurde, so da8 sRev ein zusdtzliches Serin enthalt (Aminosdure-Sequenz:
MASAGR... statt MAGR...) (Neumann et al. 2001).

pFred

Vom eukaryontischen Expressionsplasmid pFred wird das griin fluoreszierenden Protein
(GFP) unter der Kontrolle des CMV immediate early Promotors exprimiert. Es handelt sich
dabei um eine GFP-Variante (,GFPsg143” basierend auf GFPsg25) mit stark erhohter
Fluoreszenzintensitat gegentiber der urspriinglich aus Aequorea victoria isolierten GFP-
Sequenz (Stauber et al. 1998).

pCsRevYFP
Dieses Plasmid codiert fiir die Expression eines Fusionsproteins aus Rev und dem gelb
fluoreszierenden Protein YFP unter der Kontrolle des CMV immediate early Promotors.
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pSV40-CFP
Das Plasmid pSV40-CFP stellt ein eukaryontisches Expressionsplasmid fiir das cyan
fluoreszierende Protein CFP unter der Kontrolle des SV40 Promotors dar.

Im Verlauf dieser Arbeit hergestellte Plasmide

pBT-Rev

Das Plasmid pBT-Rev stellt das Rev-Expressionsplasmid im Bait-Kontext fiir das bakteriel-
le Zwei-Hybrid-System BacterioMatch dar, siehe 2.3. Die Rev-Sequenz wurde aus dem
Plasmid pCsRevsg143 per PCR amplifiziert und tber die eingefligten Erkennungsstellen
fir die Restriktionsenzyme Notl (5) und EcoRI (3’) in den Vektor pBT des BacterioMatch-
Systems eingefligt. Bei der PCR Amplifikation wurden aufSerdem zwei Stop-Codons (TAA
und TGA) an das 3’-Ende der Rev Sequenz angefligt.

pBT-NtRev, pBT-CtRev, pBT-Rev11-69 und pBT-Rev 1-75

Diese Plasmide codieren fir die Rev-Fragmente mit den Aminosduren 1-54 (,NtRev”),
54-116 (,CtRev), 11-69 und 1-75 im Bait-Kontext fiir das bakterielle Zwei-Hybrid-System
BacterioMatch, siehe 2.3. Die Rev-Sequenzen wurden wie beim Plasmid pBT-Rev
beschrieben (s.0.) per PCR amplifiziert und in pBT eingefiigt.

PTRG-Rev

Das Plasmid pTRG-Rev stellt das Rev-Expressionsplasmid im Target-Kontext fiir das
bakterielle Zwei-Hybrid-System BacterioMatch dar, siehe 2.3. Die Konstruktion dieses
Plasmids erfolgte analog zu der des pBT-Rev Plasmids (s.0.).

pPTRG-GST A4

Dieses Plasmid stellt das Expressionsplasmid fir GST A4, das zelluldre Protein voller
Lange von B1-1, im Target-Kontext fiir das bakterielle Zwei-Hybrid-System BacterioMatch
dar, siehe 2.3. Es wurde konstruiert, indem die B1-1 Sequenz aus dem pTRG-B1-1
Plasmid aus der cDNA (2.3.3) per PCR in zwei sequentiellen Schritten amplifiziert wurde
und dabei die in B1-1 fehlenden Sequenzen, die fiir die ersten 41 Aminosduren codieren,
Uber synthetische Oligonukleotide angefiigt wurden. Die so konstruierte GST A4 Sequenz
wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol in pTRG eingefligt.

pTRG-VPS 28

Dieses Plasmid stellt das Expressionsplasmid fiir VPS 28, das zellulare Protein voller
Lange von B2-92, im Target-Kontext flir das bakterielle Zwei-Hybrid-System Bacterio-
Match dar, siehe 2.3. Es wurde analog zu pTRG-GST A4 konstruiert. So wurde in pTRG-
VPS 28 die B2-92 Sequenz aus dem pTRG-B2-92 Plasmid aus der cDNA (2.3.3) per PCR
amplifiziert und dabei die in B2-92 fehlenden Sequenzen, die fiir die ersten 16 Amino-
sauren codieren, Uber synthetische Oligonukleotide angefiigt.
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pC-B1-1-GFP, pC-GST A4-GFP, pC-B2-92-GFP und pC-VPS 28-GFP
Diese Plasmide exprimieren B1-1 bzw. GST A4 bzw. B2-92 bzw. VPS 28 jeweils als
Fusionsproteine mit GFP unter der Kontrolle des CMV immediate early Promotors.

pC-B1-1-his, pC-GST A4-his, pC-B2-92-his und pC-VPS 28-his

Diese Plasmide exprimieren B1-1 bzw. GST A4 bzw. B2-92 bzw. VPS 28 an deren 3’-
Sequenz jeweils ein His-Tag aus 6 Histidinen angehdngt wurde. Promotor ist der CMV
immediate early Promotor.

pC-Rev-his

Dieses Plasmid exprimiert Rev an dessen 3’-Sequenz jeweils ein His-Tag aus 6 Histidinen
angehdngt wurde unter der Kontrolle des CMV immediate early Promotors. Die Rev-
Sequenz stammt aus dem Plasmid pCsRevsg143.

pSV40-B1-1-CFP, pSV40-B2-92-CFP, pSV40-GST A4-CFP und pSV40-VPS 28-CFP:

Diese Plasmide codieren fiir die Expression der neu identifizierten Rev-Interaktoren B1-1
und B2-92 und deren zugehdrige Proteine voller Linge GST A4 bzw. VPS 28 jeweils als
Fusionsproteine mit dem cyan fluoreszierenden Protein CFP unter Kontrolle des SV40
Promotors.

Die Sequenzen aller PCR-Produkte wurden durch Sequenzierungen verifiziert.

2.1.9 Zellen

2.1.9.1 Bakterielle Zellen

E. coli Epicurian Coli SoloPack Gold superkompetente und ultra-kompetente Zellen
(Stratagene)

Diese Zellen sind ein Derivat von XL10-Zellen, deren Gene fir die Rekombinase RecA
und die Endonuclease EndA1 deletiert wurden, so dal8 einklonierten DNA-Sequenzen
stabil behalten werden. AuBerdem fehlen diesem Stamm die McrA, McrCB und McrF
Restriktions-Systeme, so dall einklonierte methylierte DNA nicht geschnitten wird. Fir
besonders schwierige Klonierungen wurden ultra-kompetente Zellen benutzt, sonst
superkompetente Zellen.

Genotyp: recAT endAT1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F* proAB lacl’Z M15 Tn10
(Tet')]
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XL1-Blue MRF’ Kan Zellen (Stratagene)

Dieser Bakterienstamm wurde fiir die Klonierung der pBT- und pTRG-Plasmide verwen-
det. Er ist ein Kanamycin-resistentes Derivat des XL1-Blue Stammes und geeignet fir
Transformationen mit Plasmiden, die Chloramphenicol-Resistenz (wie pBT-Plasmide)
oder Tetracyclin-Resistenz (wie pTRG-Plasmide) tragen. Dariiber hinaus tragt dieser
Stamm Mutationen in den Genen fiir das Restriktions-System [(mcrA)183, (mcrCB-
hsdSMR-mrr)173], der Endonuklease (endA) und Rekombinase (recA). Die hsdR Mutation
verhindert, dal$ einklonierte DNA durch das EcoK Endonuklease-System geschnitten wird.
Die Gene fiir die Kanamycin-Resistenz sowie fiir den lac-Repressor Lacl? befinden sich
auf einem F’-Episom. Dieser Bakterienstamm sowie die anderen im BacterioMatch
verwendeten Stamme tragt die supE44 Mutation, die als Supressor des Amber-Stop-
Codons wirkt, so dall TAG Stop-Codons teilweise mit dem Einbau von Glutamin iberle-
sen werden. Diesem Umstand wurde bei den Klonierungen Rechnung getragen und kein
Amber-Stop-Codon verwendet.

Genotyp: (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F" proAB lacl’Z M15 Tn5 (Kan")]

BacterioMatch | Two-Hybrid-System Reporter Strain Competent Cells (Stratagene)
(kurz: BMI Reporter Zellen)

Dieser Bakterienstamm enthdlt das Reportersystem fiir das BacterioMatch | System,
namlich die Reportergene fiir R-Lactamase und [(-Galactosidase (siehe 2.3.1). Diese
Reportergene befinden sich zusammen mit /ac/? auf einem F' Episom. Der Promotor der
Reporterkassette ist ein modifizierter /ac Promotor und enthdlt einen einzelnen Operator
(OR2), der sich an Position -62 befindet und die CRP-Bindesequenz, die sich dort ur-
spriinglich beim /ac Promotor befindet, ersetzt (Dove et al. 1997; Joung et al. 2000; Dove
und Hochschild 1998). Dieser modifizierte /ac Promotor ist nicht induzierbar durch
IPTG! Oberhalb der Reporterkassette befindet sich das Shine-Dalgarno Translations-
Signal. Dieser Bakterienstamm stammt von XL-1 Blue MRF' Zellen (siehe oben) ab.
Genotyp: (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl
lac [F" laql” bla lacZ Kan']

BacterioMatch Il Screening Reporter Competent Cells (Stratagene)

Dieser Bakterienstamm enthdlt das Reportersystem flir das BacterioMatch Il System,
namlich die Reportergene HIS3 und aadA, siehe 2.3.2. Die Bakterienzellen sind auxo-
troph fir Histidin. Das HIS3 Genprodukt codiert fiir eine Komponente im Histidin-
Stoffwechselweg und kann eine hisB Mutation im Reporterstamm komplementieren. Auf
diese Weise kann dieser Stamm bei Expression des HIS3 Reportergens in Medium
wachsen, das 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT) enthilt, welches als kompetitiver Inhibitor auf
das HIS3 Genprodukt wirkt. Das HIS3 Genprodukt wird von der Reporterkassette auch
ohne transkriptionelle Aktivierung (Interaktion von Bait und Target) auf niedrigem Niveau
basal exprimiert und erlaubt daher Wachstum in Histidin-Mangelmedium ohne 3-AT (M9
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His DO Medium). Das aadA Reportergen codiert fiir eine Streptomycin-Resistenz.
Ansonsten entspricht dieser Bakterienstamm dem der BMI Reporter Zellen (siehe oben).
Genotyp: (mcrA)183 (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAT hisB supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAT lac [F” lagl? HIS3 aadA Kan']

2.1.9.2 Humane Zellen

Hela
Epitheloide Zellen eines Cervix-Karzinoms. Die Zellen wurden von ATCC bezogen (CRL-
7923).

2.1.10 Gerate

Name / Hersteller

* 14 ml Rundboden-Gefilten (Falcon, BD)

* Costar 25 cm® Cell Culture Flask (Corning Inc., Corning, NY, USA)

e Falcon EASY GRIP Tissue Culture Dish, 35 x 10 mm (Becton Dickinson, USA)

* Filterpapier, extra thick, 7,5 x 10 cm (BioRad)

* Gel-Dokumentationssytem Chemidoc (Biorad)

* Gene Pulser / E. coli Pulser Cuvettes, 0,1 cm electrode gap (Bio-Rad)

* Hamilton Spritze (Hamilton Company, Reno, Nevada, USA)

* Hettich Rotanta Zentrifuge

* Hettich Rotixa Zentrifuge

* Infors Schiittelinkubator

* Microplate Reader Model 3550-UV (Bio-Rad)

*  Mikroskop: Cell Observer (Carl Zeiss, Gottingen) mit Zeiss Axiovert 200M re-
search microscope, Temperatur und CO,-Gehalt der Inkubationskammer einstell-
bar; angesteuert mit AxioVision 4 Software auf einer Fujitsu Siemens Celsius
Workstation; Filter-sets: CFP: Zeiss No. 47 (BP436/20 FT 455 BP480/40), YFP:
Zeiss No. 46 (BP500/20 FT 515 BP535/30), GFP ,Sg143GFP“ (BP 475/40 FT 500
BP 530/50) ; Bilder wurden aufgenommen mit einer AxioCam 14 Bit CCD Kamera

* Minisart 0,20 pm Filter (Sartorius)

* Minisart 0,45 pm Filter (Sartorius)

*  Multiflex Round Tips 0,5 - 200 pl (Sorenson Bio Science, Inc. )

* Nunc Cryo Tube Vials (Nalge Nunc International, Danemark)

* Nunc p35 Zellkulturschdlchen mit 14 mm (Durchmesser) Glasboden (Mattek
Corp., Ashland, USA)

40



Material und Methoden

* Nunc Solo Flask 185 cm? (Nalge Nunc International, USA)

* PCR-Maschine Mastercycler gradient (Eppendorf)

* Plattenleser Fluoroskan Ascent (Thermo Labsystems, Helsinki, Finnland)

» Stericup 0,22 pm GP Express, 500 ml (Millipore Corporation, Bedford, USA)
* Thermomixer 5436 (Eppendorf)

* Trans-Blot Transfer Medium, Pure Nitrocellulose Membrane, 0,2 pm (BioRad)
e Transilluminator 312 nm (Bachofer)

» Zahlkammer (Madaus Diagnostics, Koln)

2.2 Methoden

2.2.1  Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Die hier beschriebenen Techniken zur Isolierung der Plasmid-DNA basieren auf der
Methode der alkalischen Lyse (Birnboim und Doly 1979).

2.2.1.1.1 Plasmid-DNA-Mini-Praparation

Bei Klonierungs-Prozesen wurden positive Klone durch Restriktionsanalysen von Plasmid-
DNA, die aus Plasmid-DNA-Mini-Praparation gewonnen wurde, identifiziert. Zu diesem
Zweck wurden einzelne Kolonien von der Agarplatte gepickt und bei high-copy-
Plasmiden in ca. 2 ml Medium, bei low-copy-Plasmiden in ca. 10 ml Medium angeimpft
und tber Nacht bei 37 °C und 250 rpm im Schiittelinkubator hochgezogen. Bei BMI-
Zellen wurden die Bakterien statt dessen bei 30 °C inkubiert und je nach Bedarf fiir bis zu
36 Stunden wachsen gelassen. Anschliefend wurden die Bakterien der 2ml-Ansdtze
durch Zentrifugation fir 20 Minuten in der Eppendorf-Tischzentrifuge bei 14000 rpm
pelletiert — die 10 ml-Ansdtze wurden durch Zentrifugation fiir zehn Minuten in der
Hettich Rotanta Zentrifuge bei 4500 rpm pelletiert. Fiir die Untersuchung einer groferen
Anzahl Plasmide (bei in der Regel mehr als 12 Ansétzen) wurde die Plasmid-DNA-Mini-
Praparation im 96-Lochplatten-Format durchgefiihrt. Dazu wurde das Bakterienpellet mit
200 pl Puffer PT (mit RNase) eines Plasmid Mini, Midi, Maxi oder Mega Kits von
QIAGEN griindlich resuspendiert und anschlielend je 200 pl Puffer P2 zugegeben, durch
Invertieren des Reaktionsgefdlles gemischt und bei Raumtemperatur fir fiinf Minuten
inkubiert. Dann wurden 200 pl kalter Puffer P3 zugegeben, durch Invertieren des Reakti-
onsgefafes gemischt und fiir mindestens zehn Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte
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eine Zentrifugation fiir 40 Minuten in der Eppendorf-Tischzentrifuge bei 14 000 rpm. Der
Uberstand, der die Plasmide enthielt, wurde in ein neues Gefalk iiberfiihrt und die DNA
durch Zugabe von 400 pl Isopropanol gefdllt. Nach Zentrifugation fiir 15 Minuten bei
14000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit je 500 ul 80 %
Ethanol gewaschen. Es folgte eine erneute Zentrifugation fir flinf Minuten bei 14000 rpm,
der Uberstand wurde abgenommen und das DNA-Pellet bei Raumtemperatur im offenen
Gefals getrocknet. Die DNA wurde dann je nach gewiinschter Konzentration in je 50 bis
100 pl Wasser gel6st. Die nach dieser Methode préaparierte DNA ist nicht sehr rein und
eignet sich nicht fiir Sequenzierungen und nur bedingt fiir weitere Klonierungsschritte.
Um saubere Plasmid-DNA zu erhalten oder bei einer kleinen Anzahl an Proben (in der
Regel weniger als 12) wurde die DNA Uber Anionen-Austauscher-Sdaulchen mit Hilfe des
NucleoSpin Plasmid Kits von Macherey Nagel gereinigt. Dazu wurden die Bakterienpel-
lets (s.0.) in 250 pl Puffer AT (mit RNase) resuspendiert und die Bakterienzellen durch
Zugabe von 250 pl Puffer A2 lysiert. Die Gefille wurden zum Mischen einige Male
invertiert und maximal 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Lyse
durch Zugabe von 300 pl kaltem Puffer A3 gestoppt, und die Gefile wurden wieder
einige Male invertiert. Anschliefend wurde fiir mindestens 10 Minuten bei 14 000 g
zentrifugiert und der Uberstand mit der darin befindlichen Plasmid-DNA auf ein Saul-
chen (NucleoSpin Plasmid column) gegeben. Das Saulchen wurde dann bei 11000 g fir
eine Minute zentrifugiert. Die Silica-Membran des Sdulchens mit der adsorbierten DNA
wurde dann gewaschen, indem 600 pl Puffer A4 zugegeben wurden und erneut fiir eine
Minute bei 11000 g zentrifugiert wurde. Anschliefend wurde das Sdulchen leer fiir zwei
Minuten bei 11000 g zentrifugiert und damit getrocknet, um den im Puffer A4 enthalte-
nen Ethanol vollstindig zu entfernen. Zum Schlufs wurde die DNA vom Sdulchen eluiert,
indem 50 pl Puffer AE zugegeben wurden und fiir eine Minute bei 11000 g zentrifugiert
wurde. Die Sauberkeit der auf diese Art gewonnenen Plasmid-DNA reichte flir Sequen-
zierungen aus.

2.2.1.1.2 Plasmid-DNA-Maxi-Préparation

Zur Isolierung grollerer Mengen an reiner Plasmid-DNA wurde die Plasmid-DNA-Maxi-
Praparation mit Hilfe des NucleBond PC 500 Kits von Macherey Nagel durchgefiihrt.
Zundchst wurde ein Verdiinnungsausstrich der Bakterien, die das zu prdparierende
Plasmid enthielten, auf einer Agarplatte angefertigt. Von einer einzelnen Kolonie wurden
ca. 3 ml Medium als Vorkultur angeimpft und fiir ca. acht Stunden bei 250 rpm geschiit-
telt. Damit wurde die Hauptkultur von 300 ml (high-copy-Plasmide) bzw. von 500 ml
(low-copy-Plasmide) in einem 2 | Schikanekolben angeimpft und tiber Nacht bei 100 rpm
geschiittelt. Die Inkubations-Temperaturen betrugen 37 °C bzw. fir pBT- und pTRG-
Plasmide 30 °C. Anschliefend wurden die Bakterien durch 20miniitige Zentrifugation bei
ca. 4000 g und 4 °C in der Hettich Rotixa Zentrifuge pelletiert. Im folgenden ist die
Vorgehensweise fiir high-copy-Plasmide beschrieben. Das Pellet wurde mit 12 ml Puffer
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ST (mit RNase) griindlich resuspendiert. Nach Zugabe von 12 ml Lyse-Puffer S2 wurde
durch Invertieren gemischt und anschliefend fiinf Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert. Dann wurde die Lyse durch Zugabe von 12 ml kaltem Puffer S3 gestoppt, der
Behdlter wiederum durch Invertieren gemischt und fiir 5 Minuten auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurden die lysierten Bakterienzellen filtriert und das Filtrat auf eine
dquilibrierte AX 500 Sdule gegeben. Die Sdule wurde mit insgesamt 32 ml Puffer N3
gewaschen und die DNA dann mit 15 ml Puffer N5 eluiert. Aus dem Eluat wurde die
DNA durch Zugabe von 11 ml Isopropanol geféllt und durch 40minditige Zentrifugation
bei 4500 rpm und 4 °C in der Hettich Rotanta Zentrifuge pelletiert. Anschliefend wurde
das DNA-Pellet mit 5 ml 70 % Ethanol gewaschen und wiederum fiir 20 Minuten bei
4500 rpm und Raumtemperatur in der Hettich Rotanta Zentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen und das DNA-Pellet bei
Raumtemperatur inkubiert bis es trocken war. Die so gewonnene DNA wurde je nach
gewiinschter Konzentration in 200 pl bis 1 ml TE-Puffer aufgenommen. SchlieSlich wurde
die Konzentration und Reinheit der DNA photometrisch bestimmt (siehe 2.2.1.2).

Zur Prédparation von low-copy-Plasmiden wurden doppelte Mengen der Puffer S1, S2 und
S3 verwendet. Ansonsten war die Vorgehensweise identisch zur Isolierung von high-
copy-Plasmid-DNA, falls nicht anders vermerkt.

2.2.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte photometrisch aus einer 1:100-
Verdiinnung. Nach Sambrook et al. (1989) entspricht eine OD(260) von 1 einer Konzen-
tration von 0,05 pg/pl an doppelstrangiger DNA. Das Verhdltnis OD(260)/OD(280) gibt
die Reinheit der DNA an. Ein Wert > 1,7 ist dabei anzustreben.

2.2.1.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen und Aufreinigung von
PCR-Produkten

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurde der NucleoSpin Extract Kit von Mache-
rey Nagel verwendet. Zundchst wurde die DNA wie gewlinscht mit Restriktionsenzymen
geschnitten. Eine DNA-Gelelektrophorese mit Ethidiumbromid im Agarosegel und
Laufpuffer wurde dann durchgefiihrt. Die interessierende DNA-Bande wurde anschlie-
Bend durch kurze Beleuchtung mit einem Transilluminator (312 nm) sichtbar gemacht
und aus dem Gel mit einem Skalpell moglichst knapp ausgeschnitten. Das Gelstiick
wurde gewogen und pro 100 mg Gewicht 400 pl Puffer NT2 zugegeben. Das Gel wurde
durch 10minitige Inkubation in einem schiittelnden Heizblock bei 50 °C aufgel6st.
AnschlieBend wurde die Probe auf ein Sdulchen (NucleoSpin Extract column) gegeben
und fiir eine Minute bei 11000 g zentrifugiert. Die Silica-Membran des Sdulchens mit der
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gebundenen DNA wurde dann gewaschen, indem 600 pl Puffer NT3 zugegeben wurden
und erneut flir eine Minute bei 11000 g zentrifugiert wurde. Anschliefend wurde das
Sdulchen ein zweites Mal mit 200 pl Puffer NT3 gewaschen und diesmal fiir zwei
Minuten bei 11000 g zentrifugiert, um den im Puffer NT3 enthaltenen Ethanol vollstandig
zu entfernen. Zum Schlufs wurde die DNA vom Sdulchen eluiert, indem 25 bis 50 pl
Wasser oder TE zugegeben wurden und fiir eine Minute bei 11000 g zentrifugiert wurde.

Mit Hilfe des NucleoSpin Extract Kit von Macherey Nagel wurden auch PCR Produkte
aufgereinigt. Dazu wurde nach erfolgter PCR ein Teil der Reaktion fiir die Aufreinigung
eingesetzt (bei einem 50 pl PCR-Ansatz meist 25 pl). Das Volumen wurde mit TE-Puffer
auf 50 pl gebracht und 200 pl Puffer NT2 zugegeben. Dann wurde weiterhin so verfah-
ren, wie oben nach der Inkubation im Heizblock beschrieben.

2.2.1.4 Ligationen

Um zwei DNA-Fragmente (Insert und Vektor) mit kompatiblen Enden miteinander zu
verbinden, wurde der Rapid Ligation Kit von Roche benutzt. Falls dabei der Vektor mit
sich selbst kompatible Gberhdngende Enden aufwies, wurde das 5’-Phosphat-Ende des
Vektors dephosphoryliert, um eine Religation des Vektors zu verhindern und die Wahr-
scheinlichkeit der Aufnahme des Inserts zu erhhen. Dazu wurde die Shrimp alkalische
Phosphatase (Roche) benutzt, siehe 2.2.1.5. Fiir die Ligation wurde ein molares Verhalt-
nis Insert:Vektor von 3:1 angestrebt — bei sog. blunt-end-Ligationen ein molares Verhalt-
nis Insert:Vektor von 5:1. Die hierflir einzusetzenden Volumina wurden vorher durch
Auftrag eines Aliquots von Vektor und Insert auf ein Agarosegel anhand der relativen
Bandenintensitdten unter Berlicksichtigung der Grofenverhdltnisse ermittelt. Insert und
Vektor wurden gemischt, die entsprechende Menge 5x DNA dilution Puffer zugegeben
und der Rest mit Wasser aufgefiillt. Anschliefend wurde die entsprechende Menge 2x T4
Ligase Puffer zugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur fiir 5 bis 30 Minuten
inkubiert. Dieser Ansatz konnte direkt fir Transformationen eingesetzt werden.

Fir Elektroporationen wurden maximal 1/10 des Volumens des Ligationsansatzes einge-
setzt.

2.2.1.5 Dephosphorylierung von DNA

Um Religationen von Vektoren zu verhindern, wurde vor der Ligation das 5’-Phosphat-
Ende des Vektors dephosphoryliert. Dazu wurde die Shrimp alkalische Phosphatase
(Roche) verwendet, die gegeniiber der sonst haufig verwendeten alkalischen Phosphatase
aus Kilberdarm den Vorteil hat, daR sie durch Erhitzen auf 65 °C fiir 15 Minuten irrever-
sibel inaktiviert wird und daher fiir den Ligationsansatz nicht entfernt werden muf. Fir
die Dephosphorylierung wurde nach dem Restriktionsverdau das Restriktionsenzym
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durch Hitze nach Angaben des Herstellers inaktiviert. Dann wurde in den Restriktionsan-
satz die entsprechende Menge 10x Dephosphorylierungspuffer und 1 unit Shrimp alkali-
sche Phosphatase gegeben und 30 Minuten bis 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Hitzeinaktivierung der alkalischen Phosphatase durch Inkubation bei
65 °C fir 15 Minuten.

2.2.1.6 Klonieren mit dem BD In-Fusion PCR Cloning Kit

Der BD In-Fusion PCR Cloning Kit erlaubt das Einklonieren von PCR-Produkten in
beliebige Vektoren ohne die Verwendung von Restriktionsenzymen. Die Vektoren
missen dazu in linearisiertem Zustand vorliegen. Bei der PCR werden durch Wabhl
entsprechender 5’- und 3’-Primer an das Amplifikat Sequenzen mit jeweils 15 bp Homo-
logie zu den linearisierten Enden des Vektors erzeugt. Uber homologe Rekombination
vermittels des sogenannten ,BD In-Fusion enzyme” wird das Amplifikat in den Vektor
eingefiigt, siehe Abbildung 8. Diese Methode der Klonierung eignet sich besonders, wenn
zum Einklonieren des Amplifikats keine geeigneten Restriktionsenzyme gefunden werden
kdnnen (z.B. bei Vorhandensein der Erkennungssequenzen des Restriktionsenzyms mitten
im PCR-Amplifikat) oder wenn ein PCR-Produkt gleichzeitig in zwei verschiedene
Vektoren einkloniert werden soll — einmal mit Restriktionsenzymen und einmal Gber
homologe Rekombination.

Der Vektor, in den das PCR-Produkt einkloniert werden soll, wurde zunachst mit einem
Restriktionsenzym in der Ndhe der gewiinschten Insertionsstelle geschnitten, und der
Vektor somit linearisiert. AnschlieRend wurde die Vektor-DNA (iber ein lonenaustau-
scher-Saulchen isoliert, sieche 2.2.1.3. Es wurde eine PCR der einzuklonierenden DNA-
Sequenz durchgefiihrt, wobei nach Angaben von BD Clontech Primer mit 15 bp Homo-
logie zu den Enden des linearisierten Vektors benutzt wurden. Nach der PCR wurde das
PCR-Produkt wie in 2.2.1.3 beschrieben gereinigt. PCR-Produkt und linearisierter Vektor
wurden anschliefend im molaren Verhaltnis on 2:1 in insgesamt 10 pl gemischt. Diese
10 pl wurden dann zum ,BD In-Fusion Enzyme Concentrate” gegeben, gemischt und bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Anschliefend wurde das Reaktionsgefa8 auf
Eis transferiert, und es folgte die Transformation der mitgelieferten kompetenten Zellen.
Dazu wurden BD Fusion-Blue Competent Cells auf Eis aufgetaut und 2,5 pl der mit 40 pl
TE-Puffer verdiinnten BD In-Fusion Reaktion zugegeben. Die Zellen wurden nach
30minitiger Inkubation auf Eis einem Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 Sekunden ausgesetzt.
Nach einer Inkubation auf Eis flir eine Minute wurden 450 pl SOC-Medium zugegeben
und die Bakterienzellen bei 37 °C fiir eine Stunde geschiittelt. Anschliefend wurden 50
pl und 250 pl auf LB-Agarplatten, die Ampicillin enthielten, ausplattiert und diese
Agarplatten bei 37 °C inkubiert.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Ablaufs beim Klonieren mit dem BD In-Fusion PCR

Cloning Kit. (Verdndert nach BD Biosciences, Clontech)

2.2.1.7 Einfrieren von Bakterien

Bakterien wurden in Einfrier-Medium (siehe 2.1.3) konserviert. Das Einfriermedium
wurde vor Verwendung sterilfiltriert. Um Bakterien von Plasmid-DNA-Maxiprdparationen
einzufrieren, wurden nach Wachstum der Hauptkultur 10 ml Bakteriensuspension
abgenommen und bei 20 Minuten und 4 °C bei 4000 rpm in der Hettich Rotanta Zentri-
fuge pelletiert. Ansonsten wurden 10 ml Medium mit der zu konservierenden Kultur
angeimpft, hochgezogen und pelletiert. AnschlieBend wurde das Bakterienpellet in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert, in Nunc Cryo Tube Einfrierbehiltern iberfiihrt und bei
-80 °C gelagert.
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2.2.1.8 Transformationen von Bakterienzellen mit Plasmiden

2.2.1.8.1 Elektroporation

Elektroporation ist eine Methode der Transformation prokaryotischer Zellen, bei der sehr
hohe Transformations-Effizienzen erzielt werden kénnen. Allerdings eignen sich Bakteri-
enzellen, die mit einem Tetracyclin-Resistenz-Plasmid transformiert werden sollen, nicht
fir Elektroporation, da bei der Tetracyclin-Resistenz ein lonenkanal in die Zellmembran
eingebaut wird, mit dessen Hilfe Tetracyclin wieder aus der Zelle heraus transportiert
wird. Bei Bakterienzellen, die elektroporiert wurden, kann dieser lonenkanal nur mit sehr
geringer Effizienz eingebaut werden (Sambrook et al. 1989). Elektroporation wurde mit
den Bakterienstimmen XL10 und XL1-Blue MRF’ Kan bei Transformation mit pBT-
Plasmiden durchgefiihrt. Dazu wurden die Bakterienzellen auf Eis aufgetaut und ca. 5 ng
der Plasmid-DNA mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10 pl gebracht. 50 pl Bakteri-
enzellen wurden mit den 10 pl der Plasmid-Verdiinnung gemischt. Nach Inkubation auf
Eis flr finf Minuten oder langer wurden die mit Plasmid-Verdiinnung gemischten Bakte-
rien in eine vorgekiihlte Gene Pulser / E. coli Pulser Kiivette (Bio-Rad) Gberfiihrt und
einem Elektroschock mit Hilfe eines E. coli Pulser (Bio-Rad) bei 1,8 kV mit einer Zeitkon-
stanten von 4 bis 5 ms ausgesetzt. Sofort danach wurden 450 pl SOC-Medium zugegeben
und XL10-Zellen fir eine Stunde schiittelnd bei 37 °C inkubiert; XL1-Blue MRF’ Kan
Zellen wurden bei 30 °C fir 1,5 Stunden inkubiert. Danach wurden jeweils 35 pl und
200 pl auf LB-Agarplatten, die das entsprechende Antibiotikum enthielten, ausplattiert.
Platten mit XL10-Zellen wurden bei 37 °C, Platten mit XL1-Blue MRF’ Kan Zellen bei
30 °C inkubiert.

2.2.1.8.2 Transformation chemisch kompetenter Zellen

Das folgende Protokoll gibt die chemische Transformation von E. coli Epicurian Coli
SoloPack Gold superkompetenten bzw. ultra-kompetenten Zellen wieder. Anderungen
der Vorgehensweise filir andere Bakterienstimme werden unten beschrieben.

Ein Gefals mit Bakterienzellen wurde auf Eis aufgetaut und 1,7 pl -Mercaptoethanol
zugegeben. Das Gefdls wurde dann fiir zehn Minuten auf Eis inkubiert und zwischen-
durch alle zwei Minuten gedreht. Anschliefend wurden maximal 50 ng an Plasmid-DNA
zugegeben, durch Drehen gemischt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden
die Bakterienzellen einem Hitzeschock bei 54 °C fiir eine Minute ausgesetzt, worauf die
Zellen sofort wieder fiir 2 Minuten auf Eis gestellt wurden. Dann wurden 150 pl SOC-
Medium zugegeben und die Zellen fiir eine Stunde schiittelnd bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurden Aliquots der Bakteriensuspension auf Agarplatten, die das entspre-
chende Antibiotikum enthielten, ausplattiert und Giber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Anderungen im Protokoll fiir superkompetente XL1-Blue MRF” Kan Zellen:
Es wurden 100 pl Bakterienzellen verwendet und in 14 ml Rundboden-Gefafsen
(Falcon, BD) inkubiert. Die Dauer des Hitzeschocks betrug 45 Sekunden, und es
wurden 900 pl SOC-Medium zugegeben. Die Bakterienzellen wurden vor dem
Ausplattieren fiir 1,5 Stunden bei 30 °C und die Agarplatten ebenfalls bei 30 °C
inkubiert.

Weitere Anderungen im Protokoll fiir CaCl,-kompetente XL1-Blue MRF’ Kan Zellen:
Es wurden 150 pl Bakterienzellen verwendet. Die Dauer des Hitzeschocks betrug
90 Sekunden.

Anderungen im Protokoll fiir chemisch kompetente BMI-Zellen:
Es wurden jeweils 10 bis 50 ng pBT-Plasmid und pTRG-Plasmid zugegeben. Die
Dauer des Hitzeschocks betrug 45 Sekunden. Die Bakterienzellen wurden vor
dem Ausplattieren fiir 1,5 Stunden bei 30 °C inkubiert und die Agarplatten eben-
falls bei 30 °C inkubiert.

Anderungen im Protokoll fiir chemisch kompetente BMII-Zellen:

BMiII-Zellen enthalten das his3-Gen als Reporter fiir eine Interaktion zwischen Bait
und Target, siehe 2.3.2. Dieses Gen erlaubt Wachstum auf Histidin-
Mangelmedium. Die Transformation von BMII-Zellen wurde in zwei Schritten
durchgefiihrt: zuerst wurden die Zellen nach der Transformation in Vollmedium
(LB-Medium) hochgezogen, damit die Antibiotika-Resistenzen exprimiert werden
konnen; anschliefend wurden die Bakterienzellen in das Histidin-Mangelmedium
M9 His DO Medium transferiert.

Die Transformation folgt zundchst dem fiir BMI-Zellen angegebenen Protokoll,
aufler daf die Dauer des Hitzeschocks 35 Sekunden betrug. Nach der
1,5stlindigen Inkubation bei 30 °C wurden die Bakterienzellen durch Zentrifuga-
tion bei 2000 g und 10 Minuten in der Eppendorf Tischzentrifuge pelletiert. Um
das Vollmedium méglichst quantitativ zu entfernen wurde das Bakterienpellet mit
1 ml M9 His DO Medium vorsichtig resuspendiert und erneut in gleicher Weise
pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet erneut vorsichtig mit
1 ml M9 His DO Medium resuspendiert. Die Bakterienzellen wurden dann fir 2
Stunden schiittelnd bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend auf ent-
sprechenden Agarplatten mit Histidin-Mangelmedium ausplattiert und bei 37 °C
inkubiert.

2.2.1.9 Herstellen kompetenter Bakterien

Aus Kostengriinden wurden kompetente Zellen, wo es moglich war, selbst hergestellt,
und zwar XL1-Blue MRF’ Kan-Zellen und XL10-Zellen. Diese Zellen wurden fiir Klonie-
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rungen verwendet. Bakterienzellen des BacterioMatch-Systems (BMI- und BMII-Zellen)
wurden aus Griinden der Reproduzierbarkeit stets kompetent kauflich erworben.

2.2.1.9.1 Herstellen elektrokompetenter Bakterien

Zunachst wurde eine Impfose der Bakterien auf einer Agarplatte ausgestrichen und bei
37 °C inkubiert. Dann wurde eine Kolonie gepickt, mit dieser eine 10 ml Vorkultur
angeimpft und schiittelnd Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde
dann die 1 Liter-Hauptkultur angeimpft und bei 37 °C schiittelnd inkubiert, bis eine
OD(600) von ca. 0,7 erreicht wurde, bei der sich die Bakterien in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden. Die Bakteriensuspension wurde danach sofort fiir 30 Minu-
ten auf Eis gestellt und anschliefend durch 20minditige Zentrifugation bei 4000 g und
4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde sorgfiltig entfernt und das Bakterienpellet in einem
Liter kaltem Milli-Q resuspendiert. Danach wurden die Bakterien durch eine erneute
Zentrifugation pelletiert. Das Pellet wurde dann in 500 ml Milli-Q resuspendiert und
erneut zentrifugiert. Dann wurde das daraus resultierende Pellet mit 20 ml vorgekiihltem
10 % Glycerin in Milli-Q resuspendiert und erneut zentrifugiert. Schliellich wurde das
Pellet in 3 ml vorgekiihltem 10 % Glycerin in Milli-Q homogenisiert und in Aliquots
gewlinschter Grole aufgeteilt. Die auf diese Weise hergestellten elektrokompetenten
Zellen wurden bei -80 °C gelagert.

2.2.1.9.2 Herstellen chemisch kompetenter Bakterien (CaCl,)

Die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien mit CaCl, basiert auf der Methode nach
Hanahan (Hanahan 1983).

Eine Impfose der Bakterien wurde auf einer Agarplatte ausgestrichen und diese bei 37 °C
inkubiert. Dann wurde eine Kolonie gepickt, mit dieser eine 40 ml Vorkultur angeimpft
und schiittelnd tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit dieser Vorkultur wurde dann die
Hauptkultur von 400 ml 1:50 angeimpft. Die Bakterienzellen wurden weiter bei 37 °C
inkubiert bis sie eine OD(600) von ca. 0,4 erreichten und damit am Anfang der exponen-
tiellen Wachstumsphase standen. Anschliefend wurde die Bakteriensuspension fiir 10
Minuten auf Eis gekihlt und dann bei 4000 rpm in der Hettich Rotixa Zentrifuge fiir 10
Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Das Medium wurde dann abgegossen und das Bakterien-
pellet in 100 ml einer vorgekiihlten Losung aus 80 mM MgCl, und 20 mM CaCl, re-
suspendiert. AnschlieBend wurde in der Hettich Rotanta Zentrifuge fiir 10 Minuten bei
4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde dann in 10 ml einer vorge-
kiihlten Losung aus 0,1 M CaCl, resuspendiert und 350 pul DMSO zugegeben. Nach einer
15minitigen Inkubation auf Eis wurden erneut 350 pl DMSO zugegeben, die Bakterien-
zellen zu 350 pl aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
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2.2.1.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Mullis et al. 1992) wurde benutzt, um DNA-Sequenzen zu amplifizieren und
gleichzeitig fiir Klonierungen bendétigte Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme
einzufligen. Es wurde in der Regel die Herculase hotstart DNA Polymerase von Stratage-
ne verwendet, die sich dadurch auszeichnet, da8 sie eine besonders niedrige Fehlerrate
(ca. 2,8 Fehler pro Zyklus pro Megabase — Shevchuk et al. (2004)) besitzt und auch lange
und GC-reiche DNA-Sequenzen amplifizieren kann. Des weiteren ist die DNA-Poly-
merase komplexiert und wird beim ersten Erhitzen auf 94 °C freigesetzt (,hotstart”),
wodurch unspezifische Amplifikationen beim Hochheizen im ersten Zyklus vermieden
werden. Die als Primer dienenden Oligonucleotide wurden mit 10 mM Tris auf eine
Konzentration von je 20 pM gebracht. Bei jeder PCR wurde eine Negativkontrolle ohne
DNA-template mit angesetzt, um die Spezifitit der Amplifikation zu tberpriifen. In das
PCR-Gefdll wurden 5 pl 10 x Herculase Puffer, 8 pl des dNTP-Mixes, 1 bis 5 ng der zu
amplifizierenden DNA-Sequenz (,template”), je 2,5 pl der Primer und 0,5 bis 0,7 pl
Herculase hotstart DNA Polymerase pipettiert. Zuvor wurde die entsprechende Menge
Wasser flir ein Gesamtvolumen von 50 pl vorgelegt. Im folgenden ist ein Standard-
Programm fiir die PCR angegeben, das je nach Bedarf abgedndert wurde:

94 °C 2 Minuten
94 °C 30 Sekunden
55 bis 60 °C 30 Sekunden
(sollte ca. T,,-5 °C sein) 25 Zyklen
72 °C pro kb 1 Minute
72 °C 7 Minuten
4°C unbegrenzt

Der Erfolg der PCR wurde durch Auftrag eines Aliquots des Amplifikats auf ein Agarose-
gel Uberprift. Das PCR-Produkt wurde anschliefend fir die Klonierung in Vektoren
vorbereitet. Dazu wurde zundchst die DNA mit Hilfe des NucleoSpin Extract Kits von
Macherey Nagel (siehe 2.2.1.3) isoliert. Dann wurde das Amplifikat mit den entspre-
chenden Restriktionsenzymen geschnitten. Beim Design der Primer fiir die PCR wurde
darauf geachtet, dal$ die verwendeten Restriktionsenzyme effektiv am Ende von DNA-
Fragmenten schneiden (Moreira und Noren 1995) und entsprechend lange Uberhinge
(clamp) verwendet.
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2.2.1.11 Restriktionsverdaus

Bei analytischen Restriktionsverdaus kann anhand des resultierenden Bandenmuster die
Integritdt von Plasmiden Uberpriift werden und es kénnen bei Klonierungen positive
Kolonien identifiziert werden. Dazu wurden jeweils maximal 1 pg DNA bzw. bei Plas-
mid-DNA-Miniprdps 5 bis 15 pul DNA, 2 ul Puffer fiir das Restriktionsenzym, bei Bedarf
100 pg/ml BSA (Endkonzentration) und ca. 0,5 bis 0,7 units des Restriktionsenzyms
eingesetzt. Der Ansatz wurde mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl aufgefiillt.
Der Verdau erfolgte bei der fiir die volle Aktivitdt der Enzyme nétigen Temperatur (meist
37 °C) fur mindestens 1,5 Stunden. Bei praparativen Verdaus wurden mindestens 1,5 pg
DNA und mindestens 1 unit des Restriktionsenzyms eingesetzt. Der Verdau wurde fir
mindestens 2 Stunden bei optimaler Temperatur inkubiert. Bei einem gleichzeitigen
Doppelverdau mit zwei Restriktionsenzymen wurde darauf geachtet, dal8 beide volle
Aktivitdt in demselben Puffer besitzen. Bei der Auswahl der Restriktionsenzyme fiir
analytische Verdaus wurde dieser Umstand bericksichtigt. Falls es nicht moglich war,
einen gemeinsamen Puffer fiir beide Restriktionsenzyme zu finden, wurde der Verdau
zuerst mit dem Enzym durchgefiihrt, dessen Puffer eine geringere Salzkonzentration
besitzt. AnschlieRend wurde der Puffer des anderen Enzyms im Uberschufl zugegeben
und dann das zweite Restriktionsenzym. Es wurde dabei darauf geachtet, dal das erste
Enzym in dem Puffer des zweiten Enzyms keine unspezifische Aktivitdt (,star activity”)
erlangt. In solchen Fillen wurde vor Zugabe des zweiten Enzyms das erste Enzym
hitzeinaktiviert. Falls dies bei dem benutzten Enzym nicht moglich war, wurde die DNA
fir das zweite Restriktionsenzym umgepuffert, indem die DNA mit Hilfe des NucleoSpin
Extract Kits von Macherey Nagel isoliert wurde (siehe 2.2.1.3, Vorgehensweise analog
zur Aufreinigung von PCR-Produkten) und in einer fiir das zweite Restriktionsenzym
geeigneten Pufferlosung aufgenommen wurde. Anschliefend erfolgte der Verdau mit dem
zweiten Restriktionsenzym.

2.2.1.12 Gelelektrophorese von DNA

Die Konzentration der Agarosegele fiir die Gelelektrophorese von DNA wurde passend
zu der zu erwartenden DNA-Fragmentgrofle gewdhlt. Meist wurde ein 1 % Agarosegel
verwendet. Damit sind nach eigenen Erfahrungen Fragmente der Groflen von 500 bp bis
3 kb gut zu erkennen und zu unterscheiden. Analytische Restriktionsverdaus wurden
daher so gewdhlt, das sie moglichst Fragmente in diesem GroRenbereich erzeugten. Die
Laufstrecke eines DNA-Fragments ist indirekt proportional zum Logarithmus seiner
GroRe. Daher werden kleinere Fragmente starker aufgetrennt als groRere. Andererseits
werden kleinere Fragmente durch Ethidiumbromid schwacher angefarbt. Zur Auftrennung
von DNA-Fragmenten unter 1 kb wurden Gele mit bis zu 2 % Agarose verwendet. Fiir
Fragmentgrofen deutlich oberhalb von 3 kb wurde die Agarose-Konzentration bis auf
0,65 % gesenkt.
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2.2.2  Techniken zur Analyse von Proteinen

2.2.2.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen

Proteine wurden durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt
basierend auf der Methodik von Laemmmli (Burnette 1981).

Fir eine SDS-PAGE aus Bakterien wurden die Bakterien zur Expression der interessieren-
den Proteine induziert (z.B. mit IPTG zur Expression der Bait- und Target-Proteine) und
nach einer angemessenen Zeit geerntet. Damit verschiedene Ansdtze jeweils ungefdhr
gleich viele Bakterien enthielten, wurde die OD(600) gemessen und jeweils immer auf
einen OD(600)-Wert von 1,6 in insgesamt 1,6 ml verdinnt. Die Bakterien wurden
anschlieffend durch Zentrifugieren bei 14000 g fiir 15 Minuten in der Eppendorf Tisch-
zentrifuge pelletiert und das Pellet mit Westernblot-Puffer fiir bakterielle Zellen (siehe
2.1.2) resuspendiert. Anschliefend wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert, damit die
Benzonase storende Nukleinsduren beseitigt. Dann wurden die Proben mit 4xLDS
Probenpuffer versetzt, 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und dann fiir spatere Verwendung
eingefroren bzw. gleich der SDS-PAGE unterzogen.

Humane Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschdlchen ausgesdt und geerntet, wenn die
Zellen fast konfluent waren. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 500 pl
Puffer derselben Zusammensetzung wie Co-IP-Puffer (siehe 2.1.2) zugegeben. Nach 5
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen abpipettiert, in ein Reakti-
onsgefdls Gberfihrt und mit 4xLDS Probenpuffer versetzt. Nach 5minitigem Erhitzen bei
95 °C wurden die Proben eingefroren bzw. weiter fiir die SDS-PAGE verwendet.
Unmittelbar vor der Gelelektrophorese wurden eingefrorene Proben erneut fiir 5 Minuten
bei 95 °C erhitzt und danach auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Proben fiir 5
Minuten bei ca. 14000 g in der Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert, um unlésliche
Bestandteile zu pelletieren. Alle Gelelektrophoresen wurde mit 4-12 % Bis-Tris Gradien-
tengelen (NuPAGE) durchgefiihrt. Es wurden jeweils ca. 20 pl Probe und ca. 12 pl
Proteinmarker aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte immer in MES Laufpuffer und
wurde zundchst bei 30 mA durchgefiihrt, bis die Proben in das Trenngel einzulaufen
begannen. Dann wurde die Stromstdrke auf 50 mA erhéht. Die SDS-PAGE wurde been-
det, sobald die blaue Front der Proben den unteren Rand des Gels erreichte.

2.2.2.2 Westernblot

Beim Westernblot wird das im Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteinmuster auf eine
Nitrozellulose-Membran bertragen. Dazu wurde zundchst eine auf passende Grolle
zurechtgeschnittene Nitrozellulose-Membran fiir ca. 5 Minuten in Transferpuffer gelegt.
Ebenso wurde das Polyacrylamidgel nach dem Lauf fiir ca. 5 Minuten in einem separaten
Gefals in Transferpuffer inkubiert. Anschliefend erfolgte der Blot nach dem Semi-Dry-
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Verfahren. Auf die Anodenplatte (+) wurden zwei Lagen Filterpapier und die Nitrozellu-
lose-Membran gegeben und mit Transferpuffer befeuchtet. Das Gel wurde vorsichtig tiber
die Nitrozellulose-Membran gelegt. Darauf wurden wiederum zwei Lagen mit Transfer-
puffer befeuchtetes Filterpapier gegeben. Eventuell vorhandene Luftblasen wurden mit
einer Glaspipette vorsichtig herausgewalzt. Zuoberst wurde die mit Transferpuffer
befeuchtete Kathodenplatte (-) aufgesetzt. Der Blot erfolgte fiir ein Gel bei 90 mA, fir
zwei Gele bei 180 mA. Die Spannung wurde zum Schutz der Graphitplatten auf 25 V
begrenzt. Nach 90 Minuten wurde der Blot beendet. Anschliefend wurde die Nitrozellu-
lose-Membran {iber Nacht bei 4 °C in einer L6sung aus 20 % Milch in PBS-T geblockt.

2.2.2.3 Nachweis von Proteinen durch Antikorper

Proteine wurden auf der Nitrozellulose-Membran durch spezifische Antikdrper nachge-
wiesen. Dazu wurde nach dem Blocken (s.0.) die Membran zundchst mit PBS-T gewa-
schen und mit dem Erstantikorper, der das interessierende Protein spezifisch erkannte,
inkubiert. Dabei wurde der Erstantikérper wie in 2.1.7 beschrieben in 10 % Milch in
PBS-T verdiinnt und die Nitrozellulose-Membran in der Regel fir 2 Stunden in dieser
Losung geschwenkt. Anschliefend wurde griindlich mit PBS-T gewaschen und die
Membran fiir eine Stunde mit dem zweiten Antikorper inkubiert. Der zweite Antikorper
stammte aus einer anderen Spezies und war gegen konstante Bereiche des Erstantikorpers
gerichtet. Er diente zur Detektion und Verstarkung des Signals. Die Membran wurde
erneut gewaschen. Dann erfolgte die Detektion durch Chemilumineszenz mit Hilfe des
ECL-Systems (Amersham Pharmacia Biotech). Der Zweitantikorper war dazu mit dem
Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, so dall nach Zugabe des Substrates eine
Fluoreszenz-Reaktion stattfand. Dazu wurden gleiche Volumina der Substrat-Losungen A
und B auf die Membran gegeben und diese fiir finf Minuten inkubiert. Uberschiissige
Losung wurde danach abgetropft und die Nitrozellulose Membran sofort in das Geldoc
Geldokumentationssystem (BioRad) gelegt. So konnten Aufnahmen der Chemilumines-
zenz mit unterschiedlichen Belichtungszeiten und der Nitrozellulose-Membran mit den
Markerbanden angefertigt werden. Durch Uberlagerung der Aufnahmen von Chemilumi-
neszenz und Markerbanden mit Hilfe eines Bildbearbeitungsprogramms (Adobe Photo-
shop) konnten die Markerbanden genau eingezeichnet werden.

2.2.2.4 Entfernen gebundener Antikorper von der Nitrozellulose
Membran (Strippen)

Wenn Proteine auf einer Nitrozellulose-Membran nachfolgend mit anderen Antikorpern
detektiert werden sollten, wurden die gebundenen Antikorper durch ,Strippen” der
Membran entfernt. Dazu erfolgte eine einstiindige Inkubation der Membran in stripping
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buffer (siehe 2.1.2) bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde die Membran sehr griind-
lich mit PBS-T gewaschen und mit den neuen Antikérpern wie in 2.2.2.3 beschrieben
inkubiert. Bei Bedarf wurde die gestrippte Membran mit ECL-Detektionsreagenz behan-
delt, um zu testen, ob die Antikorper durch das Strippen quantitativ entfernt wurden.

2.2.3 Zellkulturtechniken

2.2.3.1 Kultivierung und Aussaat humaner Zellen

Die humane Zellinie Hela (siehe 2.1.9.2) wurde bei 37 °C und 5 % CO, in wassergesat-
tigter Atmosphare inkubiert. Kultiviert wurden die Zellen in DMEM Medium mit Phenol-
rot, das mit 10 % (v/v) FKS und 1 % (v/v) Antibiotische/Antimykotische Losung ergdnzt
wurde. Die Zellen wurden alle drei bis vier Tage in neue Zellkulturflaschen mit frischem
Medium umgesetzt und dabei 1:20 geteilt (,Splitting”). Dazu wurde zundchst das Medi-
um abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung fiir 2
Minuten im Brutschrank inkubiert, um sie vom Boden der Zellkulturflasche zu [6sen. Mit
der Zugabe von frischem Medium wurden restliche am Boden der Zellkulturflasche
anheftende Zellen abgeschwemmt und gleichzeitig das Trypsin inaktiviert. Zur Aussaat
der Zellen in Schélchen fur Transfektionen wurden die Zellen, wie eben beschrieben,
vom Boden der Zellkulturflasche abgelost. Anschliefend wurden die in einem bestimm-
ten Volumen der Zellsuspension befindlichen Zellen in einer Zihlkammer (Madaus
Diagnostics, K6ln) unter dem Mikroskop gezéhlt und daraus die Zellzahl pro ml errech-
net. HeLa-Zellen wurden dann zu ca. 1 bis 2:10° Zellen pro 35 mm Schilchen und ca.
1-10° Zellen pro 10 cm Schalchen ausgesit.

2.2.3.2 Transfektion von Hela-Zellen mit dem FuGENE 6 Transfekti-
onsreagenz

Hela-Zellen wurden mit Hilfe des FUGENE 6 Transfektionsreagenz (Roche) mit Plasmi-
den transfiziert. Fur die Transfektionen wurden die Zellen, wie in 2.2.3.1 beschrieben, in
Zellkulturschdlchen ausgesdt und im Brutschrank inkubiert, bis sie zu 50 bis 80 %
konfluent waren. Fir die Transfektion wurden serumfreies Medium und die benétigte
Menge FUGENE 6 Transfektionsreagenz in einem Gesamtvolumen von 200 pl miteinan-
der gemischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei wurden pro pg
DNA 2 bis 3 pl FUGENE 6 Transfektionsreagenz eingesetzt. Anschlieffend wurde die
Plasmid-DNA zugegeben, gemischt und fiir mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurde diese Mischung tiber die Zellen im Zellkulturschédlchen getropft.
Die so behandelten Zellen wurden fiir mindestens einen weiteren Tag im Brutschrank
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inkubiert. Bei Transfektion mit Expressionsplasmiden, die fiir fluoreszierende Proteine
codierten, konnte die Transfektionseffizienz und Expression der interessierenden Proteine
mikroskopisch verfolgt werden.

2.2.4 Mikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Cell Observer System (Carl Zeiss, Géttin-
gen) durchgefiihrt (siehe 2.1.10). Bei Bedarf wurde das Medium der Zellen gegen phenol-
rot-freies Medium (siehe 2.1.4) ausgetauscht, um eventuell storende Einfllisse des Phenol-
rots auszuschliefen. Fir besonders hochauflésende Fluoreszenzaufnahmen wurde ein
63x Olimmersionsobjektiv verwendet. Dazu wurden die Zellen auf 35 mm Glasboden-
schilchen (Mattek Corp., Ashland, MA) ausgesat. Die Zellkulturschdlchen wurden vom
Mikroskop-Tisch beheizt und befanden sich in einer Inkubationskammer, mit deren Hilfe
die Temperatur bei 37 °C und der CO,-Gehalt der wassergesattigten Luft bei 5 % konstant
gehalten werden konnte. Anregungslicht eines bestimmten Wellenldngenbereichs wurde
durch entsprechende Anregungsfilter mit enger Bandbreite erzeugt. Mit Hilfe eines 3-
Bandpass Beamsplitters und eines Multi-Bandpals Emissionsfilters konnten verschiedene
Emissionswellenldngen detektiert werden. Digitale Bilder wurden mit einer gekiihlten
CCD-Kamera aufgenommen.

Zur Untersuchung der Co-Lokalisation von Rev (als YFP-Fusion) und den neu identifizier-
ten Rev-interagierenden Proteinen (jeweils als CFP-Fusion) (siehe 3.2.2.1) wurden jeweils
Aufnahmen der Kandle fiir das gelb fluoreszierende Protein YFP, cyan fluoreszierende
Protein CFP und Phasenkontrast angefertigt. Um zu zeigen, daf8 die Kandle YFP und CFP
getrennt sind und nicht ineinander iberstrahlen, wurden Aufnahmen angefertigt, bei
denen jeweils nur ein fluoreszierendes Protein (entweder nur YFP oder nur CFP) einge-
setzt wurde. Im jeweils anderen (leeren) Kanal wurde anschlielfend eine Fluoreszenzauf-
nahme angefertigt, deren Belichtungszeit deutlich hoher war als bei allen Aufnahmen des
in diesem Kanal fluoreszierenden Proteins. So konnte gezeigt werden, dal} selbst bei
starken Fluoreszenzsignalen ein Uberstrahlen in den jeweils anderen Kanal nicht zu
beobachten war. Auflerdem wurde bei den Aufnahmen zur Co-Lokalisation die Focus-
Ebene zwischen YFP- und CFP-Kanal nicht verdndert.

2.2.5 R-Galactosidase-Assay

Im BacterioMatch | System (siehe 2.3.1) ist lacZ eines der Reportergene, so dafl mit einem
$-Galactosidase-Assay auf Reporteraktivitdt geprift werden kann (Shaywitz et al. 2002).
Dabei ist die Reporteraktivitit um so hoher, je starker die Interaktionspartner miteinander
interagieren (Shaywitz et al. 2002; Dove et al. 1997). Fiir den [-Galactosidase-Assay
(Miller 1972) wurde LB-Medium, das Chloramphenicol, Tetracyclin und Kanamycin
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enthielt (LB-CTK), mit Glycerol-stocks der BMI-Zellen, die die zu untersuchenden Interak-
tionspartner als pBT- und pTRG-Plasmide trugen, angeimpft und fiir ca. 24 bis 30 Stun-
den bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Dann wurden von jedem Ansatz jeweils 30 pl in
frisches LB-CTK Medium, das entsprechende Mengen IPTG enthielt, Gberimpft und fir ca.
18 Stunden bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Das IPTG induzierte die Expression der Bait-
und Target-Proteine. Anschlieffend wurde die OD(600) als Mal} fiir die Bakteriendichte
gemessen und jeder Ansatz so in frisches LB-CTK Medium, das IPTG enthielt, verdiinnt,
dalk daraus eine theoretische OD(600) von ca. 0,15 resultierte. Die Bakterien wurden fir
weitere 1 bis 2 Stunden bei 30 °C schiittelnd inkubiert. Die OD(600) wurde erneut
gemessen und zur Berechnung der Miller Units (siehe unten) notiert. Die OD(600) sollte
dabei zwischen 0,2 und 0,6 liegen. Die Bakterienzellen wurden anschliefend fiir minde-
stens 20 Minuten auf Eis gestellt. Wahrenddessen wurde fiir jeden Ansatz jeweils ein
Reagenzglas vorbereitet, in das 800 pl Puffer Z (siehe 2.1.2) vorgelegt wurden. Von
jedem Ansatz wurden dann 200 pl der Bakteriensuspension in das Reagenzglas gegeben
und auferdem je 30 pl 0,1 % SDS sowie 60 pl Chloroform. Zusatzlich wurde eine
Negativkontrolle mit 200 pl Medium statt Bakteriensuspension in gleicher Weise angefer-
tigt. Jedes Reagenzglas wurde dann fiir 6 Sekunden gevortext. Die Proben sowie die
ONPG-Losung (siehe 2.1.2) wurden zum Aquilibrieren fur 10 Minuten in ein 28 °C
Wasserbad gestellt. Dann wurden zu jedem Ansatz 200 pl der ONPG-L6sung zugegeben
und kurz gemischt. ONPG ist ein farbloses Substrat, das durch B-Galactosidase umgesetzt
werden kann und dann eine gelbe Farbung entwickelt. Die Ansdtze wurden anschlieBend
im 28 °C Wasserbad inkubiert, bis die Gelbfarbung eintrat. Die Aktivitat der R-Galactosi-
dase konnte dann durch Zugabe von 500 pl einer 1T M Natriumcarbonat-Lésung gestoppt
werden, da das Enzym im Alkalischen nicht arbeitet. Dabei wurde darauf geachtet, daf$
alle Proben ungefdhr dhnliche Intensititen der Gelbfirbung entwickelten (als
Anhaltspunkt diente dabei die Gelbfiarbung von LB-Medium). Die Zeit, die vom Starten
der Reaktion durch Zugabe der ONPG-Lésung bis zum Stoppen der Reaktion mit der
Natriumcarbonat-Lésung vergangen war, wurde fiir jeden Ansatz notiert. Sie bewegte
sich im Rahmen von ca. 20 Minuten bis 3 Stunden. AnschlieBend wurden die Absorptio-
nen der Proben photometrisch bei 420 nm fir die Gelbfarbung und 550 nm fir die
Korrektur der Lichtstreuung gemessen. Dabei sollten die OD(420)-Werte idealerweise
zwischen 0,6 und 0,9 liegen. Die Negativkontrolle mit Medium statt Bakteriensuspension
diente bei den photometrischen Messungen als Referenz. Anschliefend konnten die
Miller Units als Mal} fur die $-Galactosidase-Aktivitat nach folgender Formel berechnet
werden (Miller 1972):

1000 ¢ (OD420 -1,75 * OD550)
TV *0D600

MillerUnits =

’

wobei T die Reaktionszeit bis zur Entwicklung der Gelbfarbung in Minuten und V das
Volumen der eingesetzten Bakteriensuspension in ml (in diesem Fall 0,2) ist.

56



Material und Methoden

2.2.6 Co-Immunoprizipitation

Um die Interaktion zwischen zwei Proteinen biochemisch nachzuweisen, wurde die Co-
Immunoprazipitation, siehe auch Abbildung 29, verwendet. Dazu wurden Hela-Zellen
zu ca. 1-10° Zellen in 10 cm Zellkulturschdlchen ausgesit (siehe 2.2.3.1) und mit Expres-
sionsplasmiden transfiziert, die fiir die auf Interaktion zu untersuchenden Proteine
codieren (siehe 2.2.3.2). Dabei wurden unter anderem Plasmide eingesetzt, die fir
Fusionsproteine mit dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) codieren (siehe 3.2.2.2).
Daher konnte die Expression dieser Proteine mikroskopisch verfolgt werden und die
Zellernte zum Zeitpunkt ausreichender Expression stattfinden. Dies war 1 bis 2 Tage nach
Transfektion moglich. Zur Ernte wurden die Zellen mit PBS gewaschen, 500 pl Puffer fir
die Co-Immunoprézipitation mit Protease-Inhibitoren (siehe 2.1.2) zugegeben und die
Zellen fir eine Stunde bei 4 °C geschwenkt. Danach wurde die Zellsuspension in vorge-
kiihlte 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefdfe (iberfiihrt und die Zellkerne aufgeschlossen,
indem die Zellsuspension wiederholt durch eine 23G Nadel gezogen wurde. Als Probe
,L” (siehe 3.2.2.2) wurde jeweils ein 70 pl Aliquot der aufgeschlossenen Zellsuspension
entnommen und mit 4xLDS Probenpuffer versetzt. Diese Probe stellte das Ausgangsmate-
rial der Co-Immunoprazipitation dar und enthielt alle in den Hela-Zellen exprimierten
Proteine. Der Rest der aufgeschlossenen Zellsuspension wurde mit je 2 pl eines rabbit
anti-GFP Antikorpers (Invitrogen) der Konzentration 2 pg/ul versetzt und tber Nacht bei
4 °C rotierend inkubiert. Anschliefend wurden je 110 pl ProteinG Sepharose (Pierce)
zugegeben und die Ansatze fiir 3 Stunden bei 4 °C rotierend inkubiert. Dann wurden die
Ansdtze fir 2 Minuten bei 13000 g und 4 °C zentrifugiert und damit die ProteinG
Sepharose mit den daran gebundenen Antikérpern und den an die Antikorper
gebundenen GFP-Fusionsproteine mitsamt deren Interaktionspartnern pelletiert. Das
Pellet wurde insgesamt 4 mal mit je 500 pl Co-Immunoprazipitations-Puffer ohne
Protease-Inhibitoren gewaschen, wobei der Uberstand jeweils vorsichtig mit einer Spritze
abgenommen wurde, das Pellet in frischem Puffer fiir jeweils ca. 10 Sekunden gevortext
wurde und dann erneut fiir 2 Minuten bei 13000 g und 4 °C zentrifugiert wurde. Die
letzte Wasch-Fraktion wurde als Probe ,W* aufbewahrt und mit 4xLDS Probenpuffer
versetzt. Sie diente als Kontrolle dafiir, dal aus der Fraktion ,L“ keine Proteine unspezi-
fisch mit in die Fraktion ,IP” der Immunoprazipitation verschleppt wurden. Nach den
Wasch-Schritten wurde das Pellet der Immunoprazipitation als Fraktion ,IP” mit 40 pl
4xLDS Probenpuffer versetzt. Anschliefend wurde ein Westernblot (siehe 2.2.2.1,
2.2.2.2) jeweils der Fraktionen L, W und IP durchgefiihrt und mittels der entsprechenden
Antikorper auf Prasenz der auf Interaktion zu testenden Proteine untersucht.

2.2.7 Zytotoxizitats-Test

Die in dieser Arbeit identifizierten neuen Rev-Interaktoren wurden mit Hilfe des CytoTox-
ONE Homogeneous Membrane Integrity Assay von Promega auf ihre zytotoxische
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Wirkung auf humane Zellen hin untersucht. Bei diesem Assay wird die Freisetzung von
Lactat-Dehydrogenase (LDH) aus Zellen mit beschadigter Zellmembran gemessen (LDH
release Assay) (Korzeniewski und Callewaert 1983; Decker und Lohmann-Matthes 1988).
Die Freisetzung der LDH in das Zellkulturmedium wird durch Zugabe des Substrates
Resazurin gemessen, das durch LDH enzymatisch zu dem fluoreszierenden Resorufin
umgesetzt wird. Die relative Menge an Resorufin kann im Fluorometer bestimmt werden.
Die Umsetzung des Substrates in das fluoreszierende Produkt ist proportional zur Menge
an freigesetzter LDH. Daher ist die relative Fluoreszenz proportional zur Toxizitat des zu
testenden Faktors. Das in diesem Test eingesetzte Substrat (Resazurin) schadigt keine
gesunden Zellen.

Der CytoTox-ONE Zytotoxizitdts-Test wurde im 96-Loch-Platten Format durchgefiihrt.
Dazu wurden Hela Zellen zu je 5-10° Zellen pro Loch in 100 pl Zellkulturmedium
ausgesat und am folgenden Tag mit Plasmiden, die fiir die Expression der auf Toxizitdt zu
testenden Faktoren codierten, transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde FUGENE (siehe
2.2.3.2) verwendet. Da nicht auszuschliefRen ist, dal FUGENE selbst die Integritdt der
Zellmembran beeinfluft, wurden einige Zellen der 96-Loch-Platte nur mit FUuGENE ohne
DNA versetzt und der Mittelwert dieser Kontrolle fiir die durch das Transfektionsreagenz
FuGENE alleine verursachte Toxizitdt ermittelt. Die Plasmide, die fiir die Expression der
auf Toxizitdt zu testenden Faktoren codierten, wurden in unterschiedlichen Mengen von
10 ng bis 100 ng transfiziert. Nachdem die gewlinschte Zeitspanne nach der Transfektion
verstrichen war, wurde der eigentliche Zytotoxizitits-Test durchgefiihrt. Dazu wurde die
96-Loch-Platte aus dem 37 °C Inkubator genommen und fiir ca. 20 Minuten bei Raum-
temperatur dquilibriert. Dann wurden zur Generierung der Positivkontrolle fir die
Toxizitdt einige Locher mit je 2 pl der mitgelieferten Lyse-Losung versetzt. Anhand des
Mittelwerts der Fluoreszenz dieser Positivkontrollen wurde 100 % Toxizitdt definiert und
alle Ubrigen Ansdtze relativ darauf bezogen. Zu jedem Loch wurde CytoTox-ONE
Reagenz mit gleichem Volumen wie das in diesem Loch befindliche Zellkulturmedium
zugegeben und die Platte kurz geschiittelt. Die Platte wurde anschliefend 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die mit dem Kit mitgelieferte Stop-L6ésung mit
einem Volumen von je der Hilfte des Volumens des CytoTox-ONE Reagenz jedem Loch
zugegeben. Die Platte wurde kurz geschiittelt und dann die Fluoreszenz im Fluorometer
bei 544 nm Anregungswellenldnge und 590 nm Emissionswellenldnge gemessen.

2.2.8 BLAST-Techniken zur Datenbankanalyse von DNA- und
Proteinsequenzen

Anhand einer humanen fotalen cDNA-Bibliothek aus Gehirn wurden neue Rev interagie-
rende Proteine identifiziert (siehe Ergebnisse 3.1). Die dazu gehorigen Plasmide pTRG-
B1-1 und pTRG-B2-92 wurden zur Sequenzierung gegeben. Anhand der Sequenz wurde
dann Datenbankrecherche mit dem NCBI BLAST Programm (Tatusova und Madden
1999) (URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) betrieben. Zundchst wurde die zur
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jeweiligen cDNA gehorende humane mRNA Sequenz ermittelt. Dazu wurden mit dem
Programm ,BLASTn” die Nukleotid-Datenbanken durchsucht. Weil mit eindeutigen
Suchergebnissen zu rechnen war, wurde die Suche auf die nr Datenbank beschrankt.
(Diese umfal’t Sequenzen von GenBank, EMBL, DDBJ und PDB Sequenzen, aber keine
EST, STS, GSS, oder Phase 0, 1 oder 2 HTGS Sequenzen.) Da es sich dabei um lange
Sequenzen handelte, wurde die Matrix BLOSUM®62 (Henikoff und Henikoff 1992)
verwendet. So konnte eindeutig festgestellt werden, dall die Sequenzen der cDNAs B1-1
und B2-92 von den humanen mRNAs abstammen, die fur die Proteine GST A4 bzw.
VPS 28 codieren. Im Anhang (siehe 5.4) sind die BLAST Ergebnisse fiir B1-1 und B2-92
dargestellt und die dazu gehorigen Sequenzen der mRNAs und der davon exprimierten
Proteine angegeben.

In einem zweiten Schritt wurde anhand der Sequenzen der Plasmide pTRG-B1-1 bzw.
pTRG-B2-92 ermittelt, welche Proteinsequenz von diesen Plasmiden als Fusion mit der
RNA Polymerase o Untereinheit exprimiert wird. Mit diesen B1-1- bzw. B2-92-
Proteinsequenzen wurde die nr Proteindatenbank mit dem Programm ,BLASTp” durch-
sucht. Dabei stellte sich heraus, dafs es nur Treffer gab, die den Proteinsequenzen ent-
sprachen, die von den vorher identifizierten mMRNA-Sequenzen exprimiert werden. Dies
zeigt, dall die entsprechenden Proteine auch in den pTRG-Plasmiden im richtigen
Leseraster exprimiert werden. So konnte auch leicht ermittelt werden, welche Aminosau-
resequenz aus GST A4 in B1-1 bzw. aus VPS 28 in B2-92 exprimiert wird (da aus cDNAs
exprimierte Proteine hdufig aminoterminal trunkiert sind, siehe Abbildung 33, 4.3.1).

Bei den Sequenzanalysen wurde aullerdem beachtet, dall die bakteriellen Zellen, die
pTRG-B1-1 und pTRG-B2-92 exprimieren, eine Amber Supressor Mutation aufweisen
(siehe 2.1.9.1), so dall TAG Stop-Codons teilweise tiberlesen werden. Das Amber-Stop-
Codon kommt jedoch weder bei B1-1 noch bei B2-92 vor.

2.3 Das bakterielle Zwei-Hybrid-System

Das bakterielle Zwei-Hybrid-System BacterioMatch von Stratagene basiert auf der
Methodik von Dove et al. (1997) und Dove und Hochschild (1998). Das BacterioMatch
Zwei-Hybrid-System funktioniert durch transkriptionelle Aktivierung: ein Protein von
Interesse (,Bait” — in der vorliegenden Arbeit Rev) ist an den cl Repressor des Bacterio-
phagen A fusioniert, so dafs es damit die aminoterminale DNA-Bindedoméne von cl
erhdlt. Das korrespondierende auf Interaktion zu Uberpriifende Protein (,Target”) ist an
die aminoterminale Domidne der a-Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase
fusioniert. Das Bait-Protein bindet tiber die A cl Fusion an die A Operator Sequenz, die
sich vor dem Reporter-Promotor befindet. Falls Bait- und Target-Proteine miteinander
interagieren, rekrutiert die aminoterminale Domdne der RNAP a-Untereinheit des Target-
Proteins die bakterielle RNA-Polymerase an den Reporter-Promotor, stabilisiert das RNA-
Polymerase-Holoenzym und aktiviert die Transkription des Reporters.

59



Material und Methoden

Abbildung 9 zeigt die Komponenten des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems Bacterio-
Match in der Ubersicht.

Bait ( pBT Vektor | Terget pTRG Vektor &

@
-

e
- “" \
Pladl\lﬁ / /

Reporter-Zellen werden mit pBT- und pTRG-Vektoren
cotransformiert und exprimieren nach IPTG Induktion
die Bait- und Target-Proteine. Bei Interaktion von Bait und
Target wird die Transkription der Reportergene aktiviert.

>
Reportergene
— -

Abbildung 9: Ubersicht iiber das bakterielle Zwei-Hybrid-System BacterioMatch von Stratagene.

(Nach Stratagene, verdndert)

Das Bait-Plasmid pBT: codiert fir den cl Repressor des Bacteriophagen A unter der
Kontrolle des starken lacUV5-Promotors. Die Transkription von diesem Promotor ist
induzierbar durch IPTG. Das Protein von Interesse (Bait) wird an den A cl Repressor
fusioniert, indem die DNA-Sequenz an das 3’ Ende des A cl Gens einkloniert wird. Die
pBT-Plasmide codieren auBerdem fiir Chloramphenicol-Resistenz.

Das Target-Plasmid pTRG: codiert fiir aminoterminale Domédne der a-Untereinheit der
bakteriellen RNA-Polymerase unter der Kontrolle eines Tandem-Promotors aus |pp und
lacUV5. Die Transkription von diesem Promotor ist ebenfalls induzierbar durch IPTG.
Das Target-Protein wird an die RNAPa-Untereinheit anfusioniert, indem die DNA-
Sequenz an das 3’ Ende des RNAPa Gens einkloniert wird. Die in dieser Arbeit verwen-
dete humane fotale cDNA-Bibliothek aus Gehirn wurde unidirektional in pTRG kloniert
von Stratagene bezogen. Die pTRG-Plasmide codieren fiir Tetracyclin-Resistenz.

Beide Plasmide pBT und pTRG sind low-copy Plasmide. Die Transkription von Bait und
Target ist jeweils durch IPTG induzierbar. In den Bakterien liegen die pBT-Plasmide mit
ca. 10 Kopien pro Zelle vor (low-copy p15A ori), die pTRG-Plasmide mit ca. 20 bis 30
Kopien pro Zelle (low-copy ColE1 ori).
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Bakterielle Reporter-Zellen: Es gibt zwei Typen von Reporter-Zellen, BMI und BMII
Zellen (siehe unten), die sich lediglich durch die Reporter-Gene unterscheiden. Die
Reporter-Stamme sind Derivate von XL1-Blue MRF’ Zellen. Der lac Repressor Lac I* wird
auf einem F’ Episom codiert und reprimiert die Synthese der Bait- und Target-Proteine bis
zur Induktion mit IPTG. Allerdings ist diese Reprimierung unvollstindig, da Bait und
Target auf niedrigem Niveau basal exprimiert werden. Daher gibt es im BacterioMatch-
System stets eine niedrige Basalexpression der Reportergene. Die Reporter-Kassetten
befinden sich jeweils auch auf dem F’ Episom.

2.3.1 Das BMI-System

Reportergene im BacterioMatch | System sind die Gene fiir -Lactamase (bla bzw. amp)
und B-Galactosidase (lacZ). Die R-Lactamase verleiht Resistenz gegeniiber [-Lactam-
Antibiotika wie Ampicillin oder Carbenicillin. Urspriinglich war dieses Reportergen von
Stratagene als Selektionsmarker fiir das Screening einer cDNA-Bibliothek vorgesehen. Es
stellte sich jedoch heraus, daf8 es keine sehr stringente Selektion erlaubt und das Wach-
stum vieler falsch positiver Kolonien ermoglicht (Stratagene und eigene Erfahrungen). Aus
diesem Grund wurde das BacterioMatch Il System entwickelt, bei dem die Reportergene
durch Gene ausgetauscht wurden, die erheblich stringenteres Screening erlauben und
den Anteil falsch Positiver deutlich senken, s.u..

Als zweites Reportergen wird vom selben Reporter-Promotor polycistronisch das Gen fiir
die B-Galactosidase lacZ exprimiert. Dieses Reportergen eignet sich dazu, die Interakti-
onsstarke zwischen Bait und Target im 8-Galactosidase-Assay (siehe 2.2.5) abzuschitzen,
denn die Reporteraktivitat ist proportional zur Interaktionsstarke zwischen Bait und Target
(Shaywitz et al. 2002; Dove et al. 1997).

Abbildung 10 zeigt die Organisation der Reportergene im BacterioMatch | System.

Reportergene
L amp' oz

Abbildung 10: Reportergene des BacterioMatch I Systems. (Nach Stratagene, verdndert)

61



Material und Methoden

2.3.2 Das BMII-System

Reportergene im BacterioMatch Il System sind einerseits das Gen HIS3 aus Hefe und
andererseits das aadA Gen. Das aadA Gen verleiht Resistenz gegeniiber dem Antibioti-
kum Streptomycin. Das HIS3 Gen ermoglicht es den BM Il Reporterzellen (siehe 2.1.9.1),
die auxotroph fiir die Aminosdure Histidin sind, auf Histidin-Mangelmedium zu wachsen.
Das HIS3 Gen komplementiert dabei eine hisB Mutation in den Bakterienzellen. Die
niedrige Basalexpression der Reportergene ermoglicht es den BM Il Zellen, auf dem
Histidin Mangelmedium M9 His DO zu wachsen. Wenn eine Interaktion zwischen Bait
und Target stattfindet, ermoglicht die stark gesteigerte Transkription des HIS3 Gens
Wachstum auf Histidin Mangelmedium, das zusatzlich 3-Amino-1,2,4-triazol (3-AT)
enthdlt, welches als kompetitiver Inhibitor auf das HIS3 Genprodukt wirkt.

Die BacterioMatch Il Reporterzellen erlauben durch den Austausch der Reportergene ein
im Vergleich zu BacterioMatch | Reporterzellen erheblich stringenteres Screening von
cDNA-Bibliotheken und senken nach Angaben von Stratagene das Auftreten von falsch
Positiven um mehr als das 100fache.

Abbildung 11 zeigt die Organisation der Reportergene im BacterioMatch Il System.

Bait, ~ghlarget

Reportergene
HIS 3 aadA (Str")

Abbildung 11: Reportergene des BacterioMatch Il Systems. (Nach Stratagene, verdndert)

2.3.3 Die humane fotale cDNA-Bibliothek aus Gehirn

Abbildung 12 zeigt schematisch die Konstruktion der von Stratagene hergestellten cDNA-
Bibliothek aus humanem fétalen Gehirn.

Die RNA wurde aus dem Gewebe isoliert. Der erste Strang der cDNA wurde durch eine
Moloney murine leukemia virus Reverse Transcriptase (MMLV-RT), deren RNaseH-
Aktivitat durch Mutation zerstort wurde, synthetisiert. Dazu wurde ein Oligo-dT-Primer
verwendet, der die Poly(A)-Region der mRNA bindet. Dieser Primer tragt aullerdem die
Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Xhol. Die bei der Synthese des ersten
Stranges eingesetzte Nucleotid-Mischung enthielt 5-Methyl-dCTP. Auf diese Weise erhielt
der erste Strang eine Methyl-Gruppe an jedem Cytosin und konnte somit nicht von
Restriktionsenzymen geschnitten werden, die in nachfolgenden Schritten eingesetzt
wurden (siehe unten). Danach wurde RNase H zugegeben, die in die an den ersten
cDNA-Strang gebundene RNA Einzelstrangbriiche einfligte. Auf diese Weise wurde bei
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der Synthese des zweiten Stranges durch DNA Polymerase | die RNA abgebaut und DNA
eingefiigt (,nick translation”). So wurde die doppelstrangige cDNA gebildet. Anschlie-
Bend wurden liberhdngende Enden durch Pfu DNA Polymerase aufgefiillt bzw. gestutzt,
so dall stumpfe Enden (,blunt ends”) entstanden. An diese wurden dann EcoRI-Adapter
ligiert. Durch Verdau mit dem Restriktionsenzym Xhol entstand das fertige cDNA-
Produkt, das vorgeschnittene Enden fiir die Restriktionsenzyme EcoRI (am 5’ Ende) und
Xhol (am 3’ Ende) aufwies. Somit konnte dieses cDNA-Produkt in den Vektor pTRG, der
mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol vorgeschnitten wurde, ligiert werden.

Eine auf diese Weise hergestellte cDNA-Bibliothek aus humanem f&talen Gehirn im
pTRG-Vektor wurde von Stratagene bezogen und zur Identifizierung neuer HIV Rev
interagierender Proteine benutzt. Die verwendete cDNA-Bibliothek bestand aus einem
Pool von 10 médnnlichen und weiblichen fotalen Gehirnen im Alter von 21 bis 30
Wochen mit einer primaren Grole von 3,4:10° cfu und einer durchschnittlichen Insert-
Grolke von 1,5 kb.

Oligo(dT) Linker-Primer
TTTTTTTTTTTTGAGCTC 5°

mRNA aus dem Gewebe 5 - mRNA AAAAAAAAAAAA 3’
Reverse transcriptase
5-methyl dCTP
dATP, dGTP, dTTP

CHz CH3 CH; CHz CHg Xho |
Synthese des ersten Stranges 3 TTTTITTTTTTTGAGCTC 5
N RNA JYVYVYVVIVIV 3’
RNase H
DNA polymerase |
dNTPs
CHy CH3 CHa CHz CHj Xho |
Synthese des zweiten Stranges 3 TITTTTTTTTTTGAGCTC 5°
5 QRN - -~ A AAAAAAAACTCGAG 3
EcoR | adapters
T4 DNA ligase

EcoR | CHa CHs CHy CHy CHy o I
G. TTTTTTTTTTTTGAGCTC...CTTAA
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Abbildung 12: Schematischer Ablauf der Konstruktion der cDNA-Bibliothek von Stratagene.

(Nach Stratagene, verdndert)

EcoR |
5
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2.3.4 Ernte der cDNA-Bibliothek aus humanem fotalen Gehirn.

Die cDNA-Bibliothek lag kloniert in pTRG-Plasmide in XL1-Blue MRF" Kan Zellen vor.
Aus diesen Bakterienzellen mufsten zundchst die pTRG-cDNA Plasmide isoliert werden,
damit die so prdparierte Bibliothek zusammen mit pBT-Rev in die BacterioMatch Repor-
terzellen cotransformiert und auf Interaktion getestet werden konnte. Zundchst wurden
Aliquots der XL1-Blue MRF” Kan Zellen entnommen und in verschiedenen Verdiinnungen
auf LB-Tetracyclin Agarplatten ausplattiert, um die Anzahl der wachsenden Kolonien zu
bestimmen. Daraus ergab sich ein Titer von 9,46-10° cfu/ml. Anhand dieses Wertes
konnte berechnet werden, welches Volumen der Bakteriensuspension fiir die Ernte der
pTRG-cDNA Plasmide pro Agarplatte einzusetzen war und wie viele Agarplatten insge-
samt notwendig waren. So wurde die Bibliothek auf insgesamt 39 LB-Tetracyclin Agar-
platten mit je 150 mm Durchmesser ausplattiert und dabei ein Wert von ca. 45000
cfu/Platte angestrebt, damit individuelles Wachstum jeder einzelnen Kolonie moglich
war. Insgesamt wurde damit auf allen Agarplatten zusammen ca. 1,8:10° cfu ausplattiert.
Nach 28 Stunden Wachstum bei 30 °C, was auch das Aufkommen von Bakterienkoloni-
en, die toxische cDNAs enthielten, ermdglichte, wurde die Bibliothek wie folgt geerntet.
Pro Agarplatte wurden 500 pl SOC-Medium zugegeben, die Bakterien mit einem cell
scraper von der Platte abgekratzt und in ein auf Eis gekihltes 50 ml BD Falcon Gefif3
gegeben. In diesem Gefils wurden die Bakterien aller Agarplatten gesammelt. Dann
wurde so viel eiskaltes SOC-Medium zugegeben, daf8 sich die Bakteriensuspension gut
pipettieren lieS und das Volumen der gesamten Bakteriensuspension notiert. Anschlie-
Bend wurden Aliquots der Bakteriensuspension entnommen und in verschiedenen
Verdiinnungen auf LB-Tetracyclin Agarplatten ausplattiert, um den neuen Titer zu
bestimmen. Dieser betrug 2,70-10” cfu/ml. Die Halfte der Bakteriensuspension wurde
einer Plasmid DNA Maxiprdparation unterzogen (siehe 2.2.1.1.2), um die pTRG-cDNA
Plasmide zu isolieren, die andere Halfte der Bakteriensuspension wurde als Glycerol-
Vorrdte eingefroren (siehe 2.2.1.7). Die auf diese Weise isolierte cDNA-Bibliothek in
pTRG-Plasmiden wurde dann fiir das Screening auf HIV-Rev Interaktoren eingesetzt
(siehe Ergebnisse 3.1).

2.4 Computerprogramme

Soweit nicht anders angegeben, laufen alle Softwareprogramme auf Apple Macintosh
Computern mit Mac OS X Betriebssystem.

Adobe Illustrator 12.0.0 Adobe Systems, USA

Adobe PhotoShop 9.0 Adobe Systems, USA

Ascent Software fiir Fluoroskan Thermo Labsystems, Helsinki, Finnland
Ascent Plattenleser (Windows XP)

Axiovision 4.0 (Windows XP) Carl Zeiss Vision, Hallbergmoos
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EndNote 9.0.0 Niles Software, USA

Gene Construction Kit 2.5 Textco Corp., USA

iMol 0.31 http://www.pirx.com/iMol/

MacVector 7.0 Accelrys, SanDiego, USA

Microsoft Excel 2004 Microsoft Corporation, USA

Microsoft Word 2004 Microsoft Corporation, USA

Quantity One 4.2.1 (Windows XP) Biorad, Minchen

Sequencher 4.6 Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA

2.5 DNA-Sequenzierungen

Bei Klonierungen, die PCR beinhalteten, wurde eine Sequenzierung der PCR-Produkte
zum Ausschlufs von PCR-Fehlern veranlalit. Dazu wurde mindestens 1 pg des entspre-
chenden Plasmids in sdulenchromatographisch aufgereinigter Form (siehe 2.2.1.1) dem
Sequenzier-Service Sequiserve, Bahnhofstr. 30, 85591 Vaterstetten geschickt. Der
Vergleich zwischen Referenz-Sequenz (konstruiert mit dem Computerprogramm Gene
Construction Kit 2.5) und der erhaltenen Sequenzierung wurde mit dem Computerpro-
gramm Sequencher 4.6 durchgefiihrt. Nur Plasmide mit fehlerfreien Sequenzen wurden
fir weitere Klonierungen bzw. Experimente verwendet.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist es, neue zelluldre Rev-interagierende Proteine zu finden.
Dabei sollen mit Hilfe eines bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems aus einer cDNA-
Bibliothek aus humanem fotalen Gehirn moglichst solche neuen Proteine identifi-
ziert werden, die Rev sowohl direkt als auch mit besonders hoher Affinitdt binden
kdnnen (siehe Zielsetzung 1.4).

Die Schritte zur Erreichung dieses Ziels und die jeweils verfolgte Vorgehensweise
sind schematisch in Abbildung 13 zu sehen.

Untersuchung der Eignung des
bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems
fiir ein Screening mit Rev

Uberpriifung der Expression
im bakteriellen System

Etablierung einer Positiv-
kontrolle (Rev-Rev)

Ermittlung der optimalen
Screening-Bedingungen

Screening einer humanen fotalen
cDNA-Bibliothek aus Gehirn auf
Rev-Interaktoren

Durchfiihrung des pri-
maren Screenings

Reproduktion der Ergeb-
nisse zum AusschluB falsch
Positiver

Fortsetzung néchste Seite

66



Ergebnisse

Charakterisierung
der Interaktion

in bakteriellen Zellen in humanen Zellen

Feststellen der Inter-
aktionsstarken

Test auf Co-Lokalisation

Charakterisierung der
interagierenden Doménen
in Rev

Test auf Co-Immuno-

prazipitation

Charakterisierung der
interagierenden Doménen
der Faktoren

Cytotoxizitats-Test der neu
identifizierten Faktoren

Abbildung 13: Schematischer Ablauf der ldentifizierung und Charakterisierung neuer Rev-
interagierender Proteine.

Im folgenden werden die Ergebnisse zu den in Abbildung 13 dargestellten Schrit-
ten detailliert dargestellt. Am Ende jedes Kapitels werden die wichtigsten Ergeb-

nisse kurz zusammengefalit.
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3.1 Identifizierung neuer Rev-interagierender Faktoren mit Hilfe
eines bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems

Die Identifizierung neuer Rev-interagierender Faktoren wurde durch cDNA-
Screening mit Hilfe eines bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems (BacterioMatch,
Stratagene) durchgefiihrt, siehe 2.3. Dazu wurde zundchst ermittelt, ob dieses
System fiir ein Screening mit Rev geeignet ist. Insbesondere miissen zundchst die
Fragen geklart werden, ob Rev im Kontext des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems
in der zu erwartenden Grofe exprimiert wird und ob Rev in der Lage ist, den
Reporter spezifisch zu aktivieren. So darf der Reporter nur aktiviert werden, wenn
Rev einen Interaktionspartner vorfindet — nicht jedoch ohne Interaktionspartner.

3.1.1 Etablierung der Rev-Rev-Positivkontrolle fiir das bakterielle
Zwei-Hybrid-System

Als Positivkontrolle fiir das bakterielle Zwei-Hybrid-System wurde die Interaktion
von Rev mit sich selbst (Rev-Oligomerisierung) verwendet. Dazu wurde Rev
jeweils in die Vektoren pBT und pTRG kloniert, so dals pBT-Rev und pTRG-Rev
resultierten. Zundchst wurde untersucht, ob Rev in Bakterien als Fusionsprotein
mit der zu erwartenden Grofe exprimiert wird, siehe Abbildung 14. Dazu wurden
BMI-Zellen mit verschiedenen Kombinationen an Bait- und Target-Plasmiden co-
transformiert, die Expression mit IPTG induziert und die Bakterienzellen nach 4
Stunden geerntet. Die OD(600) als Mal% fiir die Bakteriendichte wurde bei allen
Ansdtzen gemessen und dementsprechend in alle Spuren ungefdahr gleich viele
Bakterien aufgetragen. Im Westernblot mit anti-Rev-Antikorpern zeigten sich die
fir pBT-Rev (Acl-Rev-Fusion) bei 40,4 kD zu erwartende Bande als auch die fir
pTRG-Rev (RNAPa-Rev-Fusion) bei 42,0 kD zu erwartende Bande (Abbildung 14,
Spuren 1 bzw. 2). BMI-Zellen, die mit pBT-Rev und pTRG-Rev gleichzeitig
transformiert wurden, wiesen beide Banden auf (Abbildung 14, Spur 3). Rev wird
also in den fiir das bakterielle Zwei-Hybrid-Screening benutzten Zellen als Bait-
sowie auch als Target-Fusionsprotein exprimiert.
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Abbildung 14: Expression von Acl-Rev (von pBT-Rev) und RNAPa-Rev (von pTRG-Rev) im
bakteriellen System. BMI-Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden transformiert, die
Expression wurde jeweils mit 20 uM IPTG induziert; die Bakterienzellen wurden nach 4 Stunden
fir den Westernblot geerntet. Die Detektion im Westernblot erfolgte mit anti-Rev-Antikdrpern
(5C6). Spur 1: pBT-Rev und pTRG; Spur 2: pBT und pTRG-Rev; Spur 3: pBT-Rev und pTRG-Rev.
Die zu erwartenden GroRen sind 40,4 kD fiir Acl-Rev (Pfeil in Spur 1) und 42,0 kD fiir RNAPo-Rev
(Pfeil in Spur 2). In Spur 3 ist die gleichzeitige Expression beider Fusionsproteine zu sehen.

AnschlieBend wurde untersucht, ob sich erstens die Rev-Rev-Interaktion im
bakteriellen Zwei-Hybrid-System nachweisen 1dl%t, und ob zweitens Rev auch
ohne Interaktionspartner den Reporter aktiviert. Das bakterielle Zwei-Hybrid-
System ist nur dann fiir ein cDNA-Screening geeignet, wenn sich der Reporter nur
mit einem Interaktionspartner aktivieren laft.
Fir diese Untersuchungen wurden BMI-Zellen mit pBT-Rev und pTRG-Rev sowie
mit Negativkontrollen co-transformiert. Die Negativkontrollen waren im Einzel-
nen:
pBT / pTRG: die Kombination aus leerem Bait- und leerem Target-
Plasmid gibt die Basalexpression des Reporters an;
pBT-Rev / pTRG: die Kombination aus Bait-Rev (Acl-Rev-Fusion) und
leerem Target-Plasmid zeigt, ob Rev alleine ohne Interaktionspart-
ner den Reporter aktivieren kann und zeigt damit an, ob das bakte-
rielle Zwei-Hybrid-System fiir ein cDNA-Screening mit Rev geeignet
ist;
pBT / pTRG-Rev: die Kombination aus leerem Bait-Plasmid und Target-
Rev (RNAPa-Rev-Fusion) zeigt, ob der Reporter ohne die DNA-
bindende Domane des Bait-Plasmids alleine durch Target-Rev akti-
vierbar ist, und stellt somit die Kontrolle fiir die Spezifitit der Rev-
Rev-Interaktion dar.
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Abbildung 15: R-Galactosidase-Reporteraktivitit (ausgedriickt in Miller Units) fiir die Rev-Rev-
Positivkontrolle und Negativkontrollen. BMI-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden
transformiert und auf R-Galactosidase-Reporteraktivitdt untersucht. Die Positivkontrolle wird
dargestellt durch die Datenpunkte X: pBT-Rev / pTRG-Rev und die Negativkontrollen durch :
pBT / pTRG; B: pBT-Rev / pTRG sowie A: pBT / pTRG-Rev. Alle Datenpunkte reprdsentieren
Mittelwerte aus 2-5 unabhdngigen Experimenten und sind mit Standardabweichung dargestellt
(pBT-Rev/pTRG-Rev n=5; pBT/pTRG n=2; pBT-Rev/pTRG n=3; pBT/pTRG-Rev n=2).

Die Expression der Bait- und Target-Plasmide wurde mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen an IPTG induziert und die Reporteraktivitit mittels B-Galactosidase-
Assay bestimmt, siehe Abbildung 15. Dabei zeigte sich, dal$ die Reporteraktivitat
der Rev-Rev-Interaktion deutlich groRer ist als die aller Negativkontrollen. Die
hochste Reporteraktivitit war bei 20 yM IPTG zu sehen. Danach nahm die
Reporteraktivitit offensichtlich aufgrund toxischer Effekte wieder ab. Die pBT /
pTRG Negativkontrolle schwankte um einen Wert von ca. 20 Miller Units, der
offensichtlich die Basalaktivitit des Reporters wiedergibt. Die pBT-Rev / pTRG
Kontrolle lag immer sehr nahe der Basalaktivitdt und zeigte damit zum einen, daf}
es kaum toxische Effekte durch pBT-Rev gibt und zum anderen, dals Bait-Rev
ohne Interaktionspartner den Reporter nicht aktivieren kann. Dies ist eine essenti-
elle Voraussetzung fiir das Screening einer cDNA-Bibliothek mit dem bakteriellen
Zwei-Hybrid-System. Die pBT / pTRG-Rev Kontrolle lag offensichtlich aufgrund
toxischer Effekte von Rev im Target-Kontext unter der Reporter-Basalaktivitat (pBT
/ pTRG). Trotzdem zeigte Target-Rev zusammen mit Bait-Rev eine deutliche
Reporteraktivitit, was darauf hindeutet, dafs im Screening einer cDNA-Bibliothek
wahrscheinlich auch Target-cDNAs, die fiir sich genommen toxisch in Bakterien
sind, den Reporter mit Bait-Rev deutlich aktivieren kénnen.
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Die Westernblots zur Expression von Bait- und Target-Rev (Abbildung 14) wurden
aus Glycerol-stocks mit denselben Cotransformanden wie die Experimente zur
Aktivitdtsbestimmung des Reporters fiir die Rev-Rev-Interaktion und Negativkon-
trollen (Abbildung 15) durchgefiihrt. Somit wurde auch gezeigt, dal in den
Negativkontrollen pBT-Rev/pTRG und pBT/pTRG-Rev tatsdchlich die entspre-
chenden Rev-Fusionsproteine exprimiert wurden (siehe Abbildung 14, Spur 1
bzw. Spur 2).

Zusammenfassend ldl3t sich feststellen, dall Rev im bakteriellen Zwei-Hybrid-
System als Fusionsprotein der zu erwartenden Grélle exprimiert wird und dal}
Rev nur zusammen mit einem Interaktionspartner den Reporter aktiviert. Somit
ist Rev geeignet fiir das Screening einer cDNA-Bibliothek mit dem bakteriellen
Zwei-Hybrid-System.

3.1.2  Ermittlung der besten Bedingungen fiir das Library-
Screening mit BMII-Zellen

Fur das Screening einer cDNA-Bibliothek auf Rev-Interaktoren im bakteriellen
Zwei-Hybrid-System missen die optimalen Rahmenbedingungen ermittelt wer-
den. So missen Bedingungen gefunden werden, bei denen v.a. die Anzahl der
falsch positiven Kolonien beim Screening einer grollen cDNA-Bibliothek tber-
schaubar ist. Dabei gibt es die folgenden Parameter, die beim Giellen der Selekti-
onsplatten verandert werden konnen:

* IPTG-Konzentration: je hoher die IPTG-Konzentration ist, desto mehr Bait-
und Target-Plasmide werden in den Bakterienzellen exprimiert (Target-
Plasmide jeweils ca. 2-3fach mehr als Bait-Plasmide);

* 3-AT-Konzentration: 3-AT ist ein Kompetitor zum His3-Enzym, das als Re-
porter in BMII-Zellen exprimiert wird und das Wachstum auf His-
Mangelmedium erlaubt.

Zur IPTG-Konzentration: Niedrige IPTG-Konzentrationen selektieren auf starke

Interaktionspartner, da nur Bait- und Target-Molekiile mit einer hohen Affinitat
fireinander auch bei niedrigen Konzentrationen innerhalb der Bakterienzelle
stabil genug miteinander interagieren, um den Reporter zu aktivieren. Bei hohen
IPTG-Konzentrationen konnen toxische Effekte aufgrund der Uberexpression von
Bait oder Target bewirken, dal} die Reporteraktivitdt wieder sinkt. So konnte fiir
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die Rev-Rev-Positivkontrolle die optimale IPTG-Konzentration bei 20 pM IPTG
ermittelt werden (siehe Abbildung 15). Diese relativ niedrige IPTG-Konzentration,
die daher auch gut geeignet ist, Interaktionspartner hoher Affinitit zu finden,
wurde im folgenden auch fiir das Screening der cONA-Bibliothek verwendet.

Zur 3-AT-Konzentration: Je hoher die 3-AT-Konzentration in den Selektionsplatten
ist, desto stringenter ist das Screening, d.h. auf um so starker interagierende
Partner wird selektiert und um so weniger falsch Positive sind zu erwarten. Ande-
rerseits konnten die Bedingungen aber auch zu stringent sein, so dafl keine mit
Rev interagierenden Proteine gefunden werden konnen. Deshalb muf8 die optima-
le 3-AT-Konzentration ermittelt werden.

Tabelle 2: Auswirkung verschiedener IPTG- und 3-AT-Konzentrationen auf den zu erwartenden
Anteil falsch positiver Kolonien. BMII-Zellen wurden mit Plasmiden wie angegeben transformiert
und auf M9-HisDO-Agarplatten verschiedener IPTG- und 3-AT-Konzentrationen (Selektivplatten)
und parallel auf M9-HisDO-Agarplatten (Permissivplatten) ausplattiert. Da es sich bei den gewahl-
ten Plasmid-Kombinationen jeweils um Negativkontrollen handelt, die auf Selektivplatten nicht
wachsen diirften, gibt der Anteil der auf Selektivplatten im Vergleich zu auf Permissivplatten
wachsenden Kolonien den zu erwartenden Anteil falsch positiver Kolonien unter den jeweils
gewdhlten Selektionsbedingungen an.

IPTG % Wachstum Selektivplatten von Permissivplatten
mM 3-AT: 2 3 4 5
pBT-Rev  /pTRG 10 uM 1,95 0,11 0,05 0,00
20 pM 0,82 0,20 0,00 0,02
35 pM 0,08 0,03 0,00 0,00
50 pM 0,00 0,00 0,00 0,00
pBT /pBT-Galllp 10 uM 1,19 0,04 0,00 0,00
20 pM 0,34 0,09 0,01 0,00
35 pM 0,56 0,03 0,01 0,00
50 pM 0,15 0,02 0,00 0,00

Der kombinierte Effekt der IPTG- und 3-AT-Konzentration auf den zu erwartenden
Anteil der falsch positiven Kolonien wurde in Tabelle 2 untersucht. Dazu wurden
als Selektivplatten M9-HisDO Agarplatten mit unterschiedlichen IPTG- und 3-AT-
Konzentrationen gegossen. Parallel dazu wurden als Permissivplatten M9-HisDO
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Agarplatten gegossen, die ebenfalls unterschiedliche IPTG-Konzentrationen, aber
kein 3-AT enthielten. Auf diese Agarplatten wurden dann BMII-Zellen, die zuvor
mit pBT-Rev und pTRG bzw. pBT und pTRG-Gall1p Plasmiden transformiert
wurden, ausplattiert. Bei diesen Bait-Target-Kombinationen handelt es sich um
Negativkontrollen, die nicht miteinander interagieren konnen. Daher stellen
Kolonien, die auf Selektivplatten wachsen, falsch Positive dar. Der Anteil der
falsch positiven Kolonien in % wurde aus dem Quotienten der auf Selektivplatten
im Vergleich zu auf Permissivplatten gewachsenen Kolonien berechnet, siehe
Tabelle 2. Dabei zeigte sich erwartungsgemal’, dal$ der Anteil der falsch Positiven
abnahm je hoher die 3-AT-Konzentration war (hohere Stringenz). Ebenso nahm
der Anteil der falsch Positiven mit steigender IPTG-Konzentration ab, was mit
zunehmender Toxizitdt bei starkerer Expression der Bait- und Target-Plasmide
erklart werden kann. Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben von Stratagene
zum BacterioMatch-System tberein.

Damit ein cDNA-Screening durchgefiihrt werden kann, bei dem selektiv die
starksten Rev-Interaktoren gefunden werden, wurden folgende Screening-Bedin-
gungen gewahlt:

* 5 mM 3-AT: ist die hochste vom Hersteller des bakteriellen Zwei-Hybrid-
Systems (BacterioMatch, Stratagene) vorgeschlagene Konzentration und er-
laubt Screening mit hochster Stringenz;

* 20 pM IPTG: stellt den optimalen Wert fiir ein Screening mit pBT-Rev dar,
wie schon in vorangegangenen Experimenten ermittelt, siehe Abbildung
15.

Bei diesen Bedingungen wurde in Tabelle 2 ein Wert von 0,2 % erreicht, der
offensichtlich einen Ausreilser darstellt, da ansonsten mit 5 mM 3-AT bei allen
IPTG-Konzentrationen ein Wert von 0 % erreicht wird, siehe auch Tabelle 3.

Fir das eigentliche cDNA-Screening wurden frische Selektivplatten mit 20 pM
IPTG und 5 mM 3-AT gegossen. Um den Anteil der mit dieser Charge an Agar-
platten zu erwartenden falsch Positiven genau berechnen zu koénnen, wurden
einige der Agarplatten verwendet und BMII-Zellen mit den als Negativkontrolle
dienenden Bait-/Target-Plasmidkombinationen darauf und zusatzlich auf Permis-
sivplatten ausplattiert, sieche Tabelle 3. Dabei wurde nach den Empfehlungen von
Stratagene vorgegangen und ein Verdinnungsfaktor von 1:100 auf den Permissiv-
platten gewdhlt. Dieses Experiment diente gleichzeitig dazu, die Integritdt der
gegossenen Agarplatten sicherzustellen.
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In Tabelle 3 wurde der zu erwartende Anteil falsch positiver Kolonien durch
Division der Anzahl der auf Selektivplatten gewachsenen Kolonien durch die
Anzahl der Kolonien auf Permissivplatten unter Berlicksichtigung des Verdiin-
nungsfaktors berechnet. Da auf den Selektivplatten jeweils keine Kolonie wuchs,
wurde hier jeweils die Koloniezahl 1 angenommen. So ergab sich ein zu erwar-
tender Anteil falsch positiver Kolonien von weniger als 0,006 %. Das bedeutet bei
einem Screening einer cDNA-Bibliothek der Groke von ca. 2,1-10° cfu maximal
126 zu erwartende falsch Positive.

Tabelle 3: Genaue Bestimmung der mit den im Library-Screening verwendeten Agarplatten zu
erwartenden falsch Positiven. BMII-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmid-Kombinationen
co-transformiert und parallel zum einen auf Permissivplatten 1:100 und auf Selektionsplatten (20
UM IPTG, 5 mM 3-AT M9 HisDO) ausplattiert. Da beide Plasmid-Kombinationen Negativkontrol-
len darstellen, gibt die Spalte ,%" den zu erwartenden Anteil falsch positiver Kolonien an.

Gewachsene Kolonien
Selektivplatten Permissivplatten falsch Positive
(1:100) %
pBT /pTRG-Gall1p 0 161 < 0,006 %
pBT-Rev / pTRG 0 222 < 0,005 %

Zusammenfassend [dlit sich feststellen, dal8 die besten Bedingungen fiir das
cDNA-Bibliothek-Screening auf Rev-Interaktoren 20 uM IPTG und 5 mM 3-AT
darstellen. Unter diesen Bedingungen kann das Screening mit voller Stringenz
auf starke Rev-Interaktoren durchgefiihrt werden, wobei auch potentiell in
Bakterien toxische Interaktionspartner identifiziert werden kénnen. Unter diesen
Bedingungen ist mit maximal ca. 126 falsch Positiven zu rechnen (bei einem
Screening einer cDNA-Bibliothek der Grole von ca. 2,1-10° cfu).
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3.1.3 Screening einer humanen fotalen cDNA-Bibliothek aus Ge-
hirn auf Rev-Interaktoren

Es wurde eine cDNA-Bibliothek aus humanem f6talen Gehirn auf Rev-
Interaktoren im bakteriellen Zwei-Hybrid-System gescreent. Diese Bibliothek
wurde von der Firma Stratagene bezogen und enthielt die cDNA-Inserts bereits in
pTRG-Plasmiden, siehe 2.3.3. Diese cDNA-Bibliothek wurde, wie in 2.3.4 be-
schrieben, geerntet, und die pTRG-cDNA Plasmide wurden isoliert.

Abbildung 16 zeigt schematisch den Ablauf des Screenings. Zundchst wurden
BMIl-Zellen mit pBT-Rev und der cDNA-Bibliothek als pTRG-cDNA co-
transformiert und auf insgesamt 25 M9 HisDO-Platten mit 150 mm Durchmesser
mit je 20 yM IPTG und 5 mM 3-AT ausplattiert. Die dafiir notwendige Anzahl an
BMII-Zellen und die der Agarplatten wurde zuvor in einer Pilot-Cotransformation
ermittelt. So stellte sich heraus, dafS fiir die gewlinschte theoretisch ausplattierte
Anzahl an Bakterien von 2,1-10° cfu 25 Agarplatten von 150 mm Durchmesser
notig sind, wobei auf jeder Agarplatte theoretisch berechnete 8,4:10* cfu Bakteri-
en ausplattiert wurden. Damit sind nach Angaben von Stratagene die Bakterien
nicht zu dicht ausplattiert, so dall jede individuelle Kolonie theoretisch hoch-
wachsen kann. Die auf diesen Screening-Platten gewachsenen Kolonien wurden
auf sog. Anreicherungsplatten, Agarplatten mit gleicher Zusammensetzung wie
die Screening-Platten, iberimpft. Dabei wurden Kolonien, die innerhalb von 1
oder 2 Tagen wuchsen, auf Anreicherungsplatte 1 tberimpft. Diese Kolonien
wurden als ,B1“-Kolonien bezeichnet und stellen, da sie relativ schnell gewach-
senen sind, diejenigen potentiellen Rev-Interaktoren dieses Screenings der cDNA-
Bibliothek dar, bei denen die Wahrscheinlichkeit fir eine relativ starke Interaktion
mit Rev am hochsten ist. Kolonien, die langsamer wuchsen, wurden bis zu 7 Tage
nach dem Ausplattieren auf Anreicherungsplatte 2 tGberimpft und stellen als sog.
,B2“-Kolonien potentielle Rev-Interaktoren dar, die entweder schwacher mit Rev
interagieren oder Proteine exprimieren, die in Bakterien toxisch sind. Die auf
beiden Anreicherungsplatten gewachsenen Kolonien wurden jeweils auf Dual-
Selektionsplatten mit zusatzlich 12,5 pg/ml Streptomycin, was Selektion durch das
zweite Reportergen bewirkte, tiberimpft. Es wuchsen hier 31 B1-Kolonien und
117 B2-Kolonien. Von diesen Kolonien wurden nach Uberimpfen auf LB-
Chloramphenicol/Tetracyclin-Platten Glycerol-stocks angelegt.
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Abbildung 16: Schematischer Ablauf des Library-Screenings. A: BMII screening competent cells
wurden co-transformiert mit pBT-Rev und der Bibliothek aus humanem f6talen Gehirn (pTRG-
cDNA) mit einer theoretischen GroRe von ca. 2,1:10° cfu. Die transformierten Zellen wurden auf
25 HisDO Selektivplatten mit je 5 mM 3-AT und 20 pM IPTG ausplattiert. Schnell gewachsene
Kolonien wurden auf Anreicherungsplatte 1 Gberimpft (,B1-“ Kolonien) und langsamer wachsende
Kolonien auf Anreicherungsplatte 2 (,B2-“ Kolonien). Anschliefend wurden von beiden Platten
die Kolonien auf Doppel-Selektionsplatten, die zusdtzlich 12,5 pg/ml Streptomycin enthielten,
tiberimpft. Von den hier gewachsenen Kolonien wurden Glycerol-stocks angefertigt. B: Die pTRG-
cDNA Plasmide wurden wie im Text beschrieben von den pBT-Rev-Plasmiden getrennt und
isoliert. Mit den isolierten pTRG-cDNA Plasmiden wurden neue Co-Transformationen in BMII-
Zellen und BMI-Zellen durchgefiihrt, um die Interaktion mit Rev zu bestatigen. Dabei wurde
jeweils leeres pBT-Plasmid und pBT-Rev eingesetzt, um festzustellen, ob die Interaktion spezifisch
nur mit Rev stattfindet.

Um die Spezifitat der Interaktion mit Rev zu liberpriifen und um falsch Positive
auszuschliefen, wurden die pTRG-cDNA-Plasmide aus den gewachsenen Kolo-
nien isoliert und erneut im bakteriellen Zwei-Hybrid-System auf Interaktion mit
pBT-Rev untersucht, siehe Abbildung 16 B. Zundchst muften die pTRG-cDNA
Plasmide von den pBT-Rev-Plasmiden getrennt werden. Dazu wurden von allen
Kolonien Plasmid-DNA-Miniprdparationen angefertigt und mit dieser Plasmid-
DNA (Gemisch aus pBT-Rev und pTRG-cDNA) XL1-Blue MRF’-Zellen transfor-
miert. Diese Bakterien wurden in LB-Tetracyclin Medium hochgezogen, so daf$
die pBT-Rev-Plasmide (Chloramphenicol-Resistenz) verloren gehen, und auf LB-
Tetracyclin-Agarplatten (Selektion nur auf pTRG-cDNA Plasmide) ausplattiert,
Kolonien von diesen LB-Tetracyclin-Agarplatten wurden anschliefend mit der
Technik der Replikaplattierung parallel auf LB-Chloramphenicol-Platten und LB-
Tetracyclin-Platten ausplattiert. Nur die auf LB-Tetracyclin und nicht gleichzeitig
auf LB-Chloramphenicol wachsenden Kolonien enthielten isolierte pTRG-cDNA
Plasmide. Von diesen Bakterien wurde erneut eine Plasmid-DNA-Miniprdparation
durchgefiihrt. Um die Anzahl der Proben zu reduzieren, wurden zundchst Koloni-
en mit identischen pTRG-cDNAs identifiziert, siehe Abbildung 17. Anschlieend
wurde Uberpriift, ob das gefundene pTRG-cDNA Plasmid spezifisch mit pBT-Rev
interagiert. Dazu wurden neue BMII-Zellen mit dem isolierten pTRG-cDNA
Plasmid und jeweils mit pBT-Rev und leerem pBT co-transformiert und auf Selek-
tionsplatten ausplattiert. Spezifische Rev-Interaktoren kénnen nur mit pBT-Rev
wachsen, nicht aber mit leerem pBT. In einer weiteren Runde wurde auch das
Wachstum auf Dual-Selektionsplatten untersucht, siehe Tabelle 4. Auf diese
Weise stellte sich heraus, dals von den 31 B1-Kolonien 29 und von den 117 B2-
Kolonien 27 spezifische Rev-Interaktoren waren. Die Interaktion mit Rev wurde
anschliefend genauer im ’-Galactosidase-Assay untersucht, siehe 3.2.1.
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Tabelle 4: Uberpriifung der B1-Kolonien auf spezifische Interaktion mit pBT-Rev. Spalte A gibt
die beim primdren Screening auf Selektionsplatten aufgetretene Koloniegréfle an (von klein: ,*
bis grol: ,***“); in Spalten B bis E werden die Ergebnisse des sekunddren Screenings wiedergege-
ben — nach der Isolierung der pTRG-cDNA Plasmide wurden erneut leere BMII-Reporterzellen mit
diesen Plasmiden und jeweils mit pBT-Rev oder leerem pBT co-transformiert; Spalte B zeigt, ob
die Cotransformanden auf Permissivplatten wachsen konnten, und zeigt damit an, ob die Cotrans-
formation erfolgreich war; Spalten C und D zeigen, ob Wachstum der Cotransformanden auf
Selektionsplatten stattgefunden hat — dabei wurden bei den Cotransformanden mit Rev zundchst
12 pl der Suspension an cotransformierten Bakterien aufgetropft — wenn kein Wachstum zu
beobachten war, wurden 200 pl ausplattiert und die Platten fiir 1 bzw. 3 Tage beobachtet; Spalte E
gibt Wachstum auf Dual-Selektionsplatten wieder und ist analog zu Spalte D; Spalte F zeigt die
Insertgrofe der pTRG-B1 Plasmide nach Verdau durch die Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol.

Die rot eingekreiste Kolonie stellt den einen im Weiteren charakterisierten neuen Rev-Interaktor
B1-1 dar. Die mit rotem Pfeil markierte Kolonie B1-7 stellt eine falsch positive Kolonie dar.

,+ bedeutet Wachstum; ,-“ bedeutet kein Wachstum.

priméres Screening sekundares Screening: Re-Transformation
A B c | D | E F
5 mM 3-AT Permissivplatten 5 mM 3-AT 5 mM 3-AT+12,5 GroRe cDNA
und 12,5 pg/ml Strep Johne Rev| ohne Re!
KoloniegroRe nach
Wachstum fur
24h | 48h | 16d
#B1- i
1 B HKhk Ea + + - + + l,l
2 * e Kk + + - <+ + 1,1
3 * s Ea —+ + - + + 1,1
4 * ** + + - —+ + 1,1
5 Kk KAk ke + + — + + 1‘05
6 * > Hox + + - + + 1,1
—> 7 * * *x + + - _ - - _ _ - 0,48
9 * * * + + - + + l,l
10 * * * + + - =+ + 1,05
12 *k o Jr— + + - + + 1,1
13 * * * + + - + + l,l
14 *x *hK Hkek + + - + + 1,1
17 *k Kk *kk + + - + + 1,1
18 * kel + + - - - + - - +
20 Kk s Kok + + - + + 1’1
21| ** *x *x + + - + + 1,05
23 * *
25 ok Khk E + + - + + l,l
27 * * * + + - - + + - + + 1,1
28 > il *x + + - + + 1,1
29 * * kel + + - - - + - - + 1,2
31 e e pra— + + _ + + 1,1

Tabelle 4 zeigt die weitere Analyse der gefundenen B1-Kolonien. Spalte A zeigt
die Stirke des Wachstums auf Dual-Selektionsplatten im cDNA-Bibliothek-
Screening. Nachdem die pTRG-cDNA Plasmide von den pBT-Rev-Plasmiden
getrennt wurden, s.o., wurde zunidchst die Grofle des cDNA-Inserts in pTRG-
cDNA durch Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und Xhol ermittelt, siehe
Tabelle 4 Spalte F. Spalten B bis E zeigen die Ergebnisse der Retransformationen.
Hier wurden leere BMII-Reporterzellen cotransformiert, einerseits mit den isolier-
ten pTRG-cDNA Plasmiden und pBT-Rev, andererseits mit den isolierten pTRG-
cDNA Plasmiden und leerem pBT-Plasmid. Wachstum auf Permissivplatten
(Spalte B) zeigt an, dall die Transformationen erfolgreich waren. Fiir Rev-
spezifische Interaktoren darf kein Wachstum auf Selektivplatten mit leerem pBT
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zu beobachten sein, was bei allen Proben der Fall war, siehe Spalte C. Dagegen
mufs zusammen mit pBT-Rev Wachstum auftreten, siehe Spalte D. Das wurde
Uberprift, indem zundchst 12 pl der Bakteriensuspension auf Selektivplattten
aufgetropft wurden. In den meisten Fdllen war dies ausreichend. Falls aber noch
kein Wachstum zu sehen war, wurden die Bakterien jeweils auf einer Selektivplat-
te ausplattiert (200 pl) und bis zu 3 Tage beobachtet. In Tabelle 4 ist ein Beispiel
einer falsch positiven Probe markiert (siehe roter Pfeil, Probe B1-7). Diese Probe
zeigt keine reproduzierbare Interaktion mit Rev.

In gleicher Weise wurde mit den B2-Proben verfahren.

In Abbildung 17 ist ein Beispiel fiir die Restriktionsanalysen eines Teils der B2-
Proben dargestellt. Der Verdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol zeigt
die GroRRe des cDNA-Inserts in pTRG-cDNA an, siehe auch Tabelle 4 Spalte F.
Proben mit gleicher Insertgrofle wurden weiter miteinander durch Restriktionsver-
dau mit Alul verglichen. So ist in Abbildung 17 B ein Beispiel eines Alul-Verdaus
zweier Proben gleicher InsertgrofSe (siehe Pfeile in Abbildung 17 A) dargestellt.
Hier zeigte sich, dald die Proben trotz gleicher InsertgrofSe verschieden sind, und
daher wurden beide Proben weiter analysiert, wie oben beschrieben.

—
e
—
-
—
-
-
-
-
-
-
-
-
7 |

Abbildung 17: Beispiel fiir die Restriktionsanalyse der isolierten pTRG-cDNA Plasmide.
A) Gleichzeitiger Verdau mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol zeigt die Grolle der cDNA-
Inserts in pTRG-cDNA - hier dargestellt fiir einen Teil der B2-Proben. B) Proben mit gleicher
InsertgrofRe wurden mit dem Restriktionsenzym Alul verdaut — in dem hier gezeigten Beispiel zeigt
sich ein unterschiedliches Bandenmuster trotz gleicher InsertgrofSen (Pfeile in A).

Nach der oben beschriebenen Vorgehensweise wurden 2 Proben ausgewdhlt, die
reproduzierbar mit Rev interagierten: B1-1 und B2-92. Es wurden deshalb 2
Proben gewdhlt und weiter untersucht, da bei nur einer Probe die Gefahr bestiin-
de, dal’ diese Probe in den weiteren Analysen unvorteilhafte Eigenschaften zeigen
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konnte — andererseits wdre es fiir mehr als 2 Proben nicht méglich, alle Faktoren
im Rahmen dieser Arbeit genauer zu analysieren.

B1-1 wurde gewahlt, da es am haufigsten auf der Agarplatte des B1-Screenings
vertreten war und die Kolonien schnell wuchsen. Das deutet darauf hin, da® es
sich bei B1-1 mit hoher Wahrscheinlichkeit um einen fiir Bakterien nicht toxi-
schen und starken Rev-Interaktor handelt. Es wuchsen von 31 Kolonien der B1-
Screening Agarplatte 22 Kolonien auf Dual-Selektionsplatten; dabei war B1-1 14
mal vertreten, 2 mal in einer um 19 Aminosduren aminoterminal kiirzeren Versi-
on als B1-1, und es traten 6 falsch Positive auf.

Auf den B2-Screening Agarplatte wuchsen insgesamt 112 Kolonien, aber nur 27
zeigten Wachstum auf Dual-Selektionsplatten. Davon wurden 22 Kolonien
untersucht. Dabei war B2-92 2 mal vertreten, B1-1 3 mal vertreten, und es traten
17 falsch Positive auf.

Tabelle 5 zeigt die wichtigsten Daten zu diesen Proben. Beide sind in der Literatur
noch nicht als Rev-Interaktoren beschrieben. Die zugehorigen Proteine voller
Lange sind bei beiden Proben bekannt.

B1-1
Die Probe B1-1 stammt vom Protein Glutathion-S-Transferase A4 (GST A4)
ab. In pTRG-B1-1 werden die Aminosduren 42 bis 222 aus GST A4 im

richtigen Leserahmen exprimiert.

B2-92:
Die Probe B2-92 stammt vom Protein vacuolar protein sorting 28 (yeast)
(VPS 28) ab. In pTRG-B2-92 werden die Aminosdauren 17 bis 221 aus
VPS 28 im richtigen Leserahmen exprimiert.

Zusammenfassend lalt sich feststellen, dall beim Screening einer humanen
fétalen cDNA-Bibliothek aus Gehirn zwei neue Rev-interagierende Faktoren
identifiziert wurden: B1-1 und B2-92. B1-1 stammt vom Protein Glutathion-S-
Transferase A4 (GST A4) und B2-92 von vacuolar protein sorting 28 (yeast)
(VPS 28) ab.
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Tabelle 5: Wichtige Daten der neu identifizierten Rev-Interaktoren.

1. Faktor: B1-1

Bezeichnung des zugehorigen Proteins
(nach HUGO Gene
Nomenclature Committee)

voller Lange

Glutathion-S-Transferase A4 — GST A4

GST A4 GenelD: 2941

Lokalisation im humanen Genom Chromosom: 6; 6p12.1
BLAST accession nr (GST A4 mRNA) NM_001512
Aminosauren GST A4 222

Aminosauren B1-1 181

Protein Grolte GST A4 (berechnet) 25,7 kD

Protein Grolbe B1-1 (berechnet) 21,0 kD

pl von GST A4 (berechnet) 8,1

pl von B1-1 (berechnet) 8,64

2. Faktor: B2-92

Bezeichnung des zugehorigen Proteins
(nach HUGO Gene
Nomenclature Committee)

voller Lange

vacuolar protein sorting 28 (yeast) —
VPS 28

VPS 28 GenelD: 51160

Lokalisation im humanen Genom Chromosom: 8; 8g24.3
BLAST accession nr (VPS 28 mRNA) NM_016208
Aminosauren VPS 28 221

Aminosauren B2-92 205

Protein Grolke VPS 28 (berechnet) 25,4 kD

Protein Grolbe B2-92 (berechnet) 23,9 kD

pl von VPS 28 (berechnet) 5,21

pl von B2-92 (berechnet) 5,09
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3.2  Charakterisierung der neu identifizierten Rev-Interaktoren

3.2.1 Charakterisierung in bakteriellen Zellen

Da im bakteriellen Zwei-Hybrid-System die Reporteraktivitit proportional zur
Interaktionsstarke der Interaktionspartner ist (Shaywitz et al. 2002; Dove et al.
1997), eignet sich dieses System gut zur Ermittlung der Interaktionsstarken der
Faktoren mit Rev.

Im folgenden wird mit ,Interaktionsstirke” die im R-Galactosidase-Assay des
bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems BacterioMatch ermittelte relative Interaktions-
starke bezeichnet.

3.2.1.1 Bestimmung der relativen Interaktionsstirken der neu identi-
fizierten Faktoren mit Rev im R-Galactosidase-Assay

Ziel dieser Arbeit war es, neue Rev-Interaktoren aus einer cDNA-Bibliothek zu
identifizieren, wobei mit moglichst hoher Wahrscheinlichkeit diejenigen Rev-
Interaktoren aus dieser cONA-Bibliothek gefunden werden sollten, die Rev relativ
stark binden. Die Interaktionsstirke mit Rev wurde ermittelt, indem BMI-Zellen
mit den Interaktionspartnern (pBT-Rev und der auf Interaktion zu testende Faktor
in pTRG) co-transformiert wurden und die R-Galactosidase-Aktivitdat bestimmt
wurde, siehe 2.2.5.

In Abbildung 18 ist zu sehen, daB8 der Faktor B2-92 starker mit Rev interagiert als
Rev mit sich selbst. Der Faktor B1-1 interagiert noch starker mit Rev — ca. doppelt
so stark wie Rev mit sich selbst. Somit ist das Ziel, starke Rev-Interaktoren zu
finden, erfillt. Abbildung 18 zeigt weiterhin, dafl alle Interaktionen mit Rev
spezifisch sind, d.h. nur mit pBT-Rev den Reporter aktivieren — mit leerem pBT
jedoch lediglich eine Basalaktivitdt des Reporters zeigen.

Um zu Uberprifen, ob die pTRG-Plasmide, v.a. die der Negativkontrollen, wie
gewlinscht exprimiert werden, wurden stichprobenartig von co-transformierten
BMI-Zellen die pBT- und pTRG-Plasmide isoliert und durch Restriktionsanalysen
oder Sequenzierung untersucht. Dabei stellte sich stets heraus, dall die BMI-
Zellen die gewiinschten Plasmide tatsachlich enthielten. Aullerdem wurde (ber-
prift, dall im Medium, das Chloramphenicol und Tetracyclin enthielt, tatsdchlich
nur BMI-Zellen wachsen kénnen, die beide Plasmide, pBT- und pTRG-, enthiel-
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ten. Da keine Antikorper verfligbar sind, die im Westernblot eindeutig die Expres-
sion der pTRG-Plasmide zeigen, war eine Expressionskontrolle auf diese Weise
nicht moglich.

180,0

158,7

160,0

140,0

120,0

100,0 96,6
80,0
60,0

40,0

BGal-Aktivitat (Miller Units)

23,1 26,4
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pBT-Rev/ pBT/pTRG- pBT-Rev/ pBT/pTRG- pBT-Rev/ pBT/ pTRG-

pTRG-B1-1 B1-1 pTRG-B2-92 B2-92 pTRG-Rev Rev

Abbildung 18: Interaktionsstarken der Faktoren B1-1 und B2-92 mit Rev. BMI-Zellen wurden mit
den entsprechenden pBT- und pTRG-Plasmiden co-transformiert. Dargestellt ist jeweils die
Interaktion des Faktors mit pBT-Rev als auch mit leerem pBT. Die angegebenen Werte resultieren
aus 3 unabhangigen Co-Transformationen.

Bei einem cDNA-Screening werden sehr hdufig Proteine gefunden, die im Ver-
gleich zu dem korrespondierenden im Gewebe exprimierten Protein N-terminal
trunkiert sind (siehe 4.3.1, Abbildung 33). Daher wurden fiir die beiden Faktoren
B1-1 und B2-92 die codierenden Sequenzen der korrespondierenden Proteine
voller Lange mit synthetischen Oligonukleotiden erzeugt, so dal die Plasmide
pTRG-GST A4 (von B1-1) und pTRG-VPS 28 (von B2-92) resultierten. Die Interak-
tionsstarken der von diesen Plasmiden exprimierten Proteine GST A4 und VPS 28
mit Rev wurden im 3-Galactosidase-Assay untersucht.

Abbildung 19 zeigt die Interaktionen von B1-1 mit Rev und im Vergleich dazu die
Interaktion des korrespondierenden Proteins voller Lange GST A4 mit Rev. Dabei
zeigt sich, dall GST A4 offensichtlich im bakteriellen Zwei-Hybrid-System nicht
mit Rev interagiert.
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Abbildung 19: Interaktionsstirken von B1-1 und dem korrespondierenden Protein voller Liange
GST A4 mit Rev. BMI-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden co-transformiert, und die
B-Galactosidase-Aktivitdten bestimmt. Die angegebenen Werte resultieren aus 3 unabhéngigen
Co-Transformationen.
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Abbildung 20: Interaktionsstirken von B2-92 und dem korrespondierenden Protein voller Lange
VPS 28 mit Rev. BMI-Zellen wurden mit den angegebenen Plasmiden co-transformiert, und die
B-Galactosidase-Aktivitdten bestimmt. Die angegebenen Werte resultieren aus 3 unabhéngigen
Co-Transformationen.
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Analog wurden die Interaktionsstarken von B2-92 im Vergleich zum korrespon-
dierenden Protein voller Lange VPS 28 mit Rev untersucht, siehe Abbildung 20.
Dabei zeigte sich, dall VPS 28 ebenfalls wie B2-92 mit Rev interagiert, allerdings

etwas schwacher.

3.2.1.2 Charakterisierung der interagierenden Domanen in Rev

Anschliefend wurde untersucht, mit welchen Domanen im Rev-Protein die neu
identifizierten Faktoren B1-1 und B2-92 interagieren. Die Domdnen-Organisation
des Rev-Proteins ist schematisch in Abbildung 21 dargestellt, siehe auch 1.2.2.
Kurz zusammengefal8t: im N-terminalen Bereich befindet sich das NLS-Signal, das
nukledre Lokalisation vermittelt, sowie das Arginin-reiche Motiv (ARM), das fiir
Bindung an die virale mRNA verantwortlich ist. Zu beiden Seiten dieses Bereichs
liegt die Oligomerisierungsdomane — Aminosduren 11 bis 67 nach Thomas et al.
(1998). Im C-terminalen Bereich liegt das Signal fiir den Kernexport (NES). Wie in
Abbildung 21 gezeigt, wurden folgende Fragmente des Rev-Proteins erzeugt:

Fragment Enthaltene Doménen

Rev Volle Lange
Rev 1 -54  Enthdlt NLS + ARM, aber nicht die vollstindige Oligomerisie-
rungsdomadne

Rev 54 - 116  Enthédlt das NES (komplementdres Fragment zu Rev 1 - 54)
Rev 11 -67  Enthdlt NLS + ARM sowie die Oligomerisierungsdomédne nach
Thomas et al. (1998)
Rev 1-75  Enthdlt NLS + ARM sowie die Oligomerisierungsdoméane inklusi-
ve benachbarter Bereiche
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Domanen des HIV Rev-Proteins

Amino-

saure 1 11 54 67 75 116

Oligomerisation Oligomerisation

NLS + ARM: Kern-Import
+ Bindung viraler RNA

NES: Kern-Export

Revl1:i54

Rev54-116 |

Rev11-67

Revl1-75

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Dominenstruktur des Rev-Proteins und der
verwendeten Rev-Fragmente.

Die oben beschriebenen Rev-Fragmente wurden in das Plasmid pBT kloniert und
die Interaktionsstarken mit den pTRG-Plasmiden, die die zu testenden Faktoren
enthielten, bestimmt. Dazu wurden wieder BMI-Zellen mit den entsprechenden
pBT- und pTRG-Plasmiden co-transformiert und die Interaktionsstarken im
$-Galactosidase-Assay ermittelt, sieche Abbildung 22.

Die Interaktionsstarke mit dem Rev-Protein voller Lange wurde jeweils auf 100 %
gesetzt. In Abbildung 22 ist zu sehen, dal8 das Rev-Protein selbst weder mit dem
N-terminalen Fragment Rev 1 - 54 noch dem C-terminalen Fragment Rev 54 -
116, die beide nicht die Oligomerisierungsdomane enthalten, interagiert. Dassel-
be gilt jeweils fir die Interaktion dieser beiden Rev-Fragmente mit B1-1 bzw.
B2-92. Negative Werte deuten hier auf Toxizitdt im bakteriellen System hin.
Weder Rev noch die beiden neu gefundenen Rev-interagierenden Faktoren B1-1
und B2-92 interagieren also alleine mit einem der Motive NLS, ARM oder NES.
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Abbildung 22: Interaktionsstirken von Rev und den beiden Faktoren B1-1 und B2-92 mit
unterschiedlichen Bereichen in Rev. Die angegebenen Rev-Fragmente wurden in pBT kloniert und
BMI-Zellen mit diesen Plasmiden und den Faktoren in pTRG wie angegeben co-transformiert. Die
Interaktionsstarken wurden in drei unabhdngigen Experimenten (A, B, C) im B-Galactosidase-Assay
gemessen. Die Interaktionsstirke mit dem Rev-Protein voller Lange fiir die Ansdtze A, B und C
wurde auf jeweils 100 % gesetzt. A: Interaktion von Rev mit Rev-Fragmenten; B: Interaktion von
B1-1 mit Rev-Fragmenten; C: Interaktion von B2-92 mit Rev-Fragmenten. Die angegebenen Werte
resultieren aus 3 bis 9 unabhdngigen Co-Transformationen.

Das Fragment Rev 11 - 67 stellt nach Thomas et al. (1998) die minimale Rev-
Oligomerisierungsdoméne dar. Dieser Bereich bildet eine sog. Helix-Loop-Helix-
Struktur aus, an deren Spitze (Loop) NLS und ARM liegen. Um zu testen, ob diese
dreidimensionale Struktur des N-terminalen Bereichs bei der Interaktion eine
Rolle spielt wurde das Fragment Rev 11 - 67 konstruiert. Das Fragment Rev 1 - 75
enthdlt die Oligomerisierungsdomdne mit den angrenzenden stabilisierenden
Bereichen. Rev zeigt mit der Minimalsequenz der Oligomerisierungsdomdnen Rev
11 - 67 eine schwache Interaktion, die deutlich gesteigert wird wenn die angren-
zenden Bereiche im Fragment 1 - 75 hinzukommen. So betrdgt die Interaktions-
starke von Rev 1 - 75 mit Rev ca. 59 % der Starke der Rev-Rev-Interaktion. Das
deutet darauf hin, dal8 zur vollen Interaktionsstarke bei der Rev-Oligomerisierung
aufBer der Oligomerisierungsdomane auch C-terminale Bereiche bzw. die Ge-
samtlange des Rev-Proteins beitragen.

Ahnliche Befunde ergeben sich auch fiir die beiden neu identifizierten Rev-
Interaktoren B1-1 und B2-92. Beide interagieren mit dem Rev-Fragment 11 - 67
aber jeweils starker mit Rev 1 - 75, wobei sie auch mit diesem Fragment jeweils
deutlich unter 100 % liegen. B2-92 zeigt mit Rev 11 - 67 eine moderate Interakti-
on (ca. 27 %), die sich mit Rev 1 - 75 kaum mehr steigern 1at (ca. 29 %). Das
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deutet moglicherweise darauf hin, dall B2-92 schon mit dem Minimalmotiv der
Oligomerisierungsdomédne interagiert — diese Interaktion wird aber durch andere
Bereiche in Rev weiter gesteigert. B1-1 interagiert hingegen nicht so stark mit Rev
11 - 67 (ca. 13 %). Die Interaktion kann aber durch die angrenzenden Bereiche
zur Oligomerisierungsdomédne deutlich gesteigert werden, wie die Interaktions-
starke mit Rev 1 - 75 zeigt (ca. 35 %). Auch hier scheint fiir die volle Interaktions-
starke neben der Oligomerisierungsdomédne die Gesamtldnge von Rev wichtig zu

sein.

Zusammenfassend [alit sich feststellen, dali beide neu identifizierten Rev-
Interaktoren B1-1 und B2-92 in Bakterien stirker mit Rev interagieren als Rev
mit sich selbst. Das Protein voller Linge zu B1-1 GST A4 interagiert im bakteriel-
len Zwei-Hybrid-System nicht mit Rev — VPS 28, das Protein voller Linge zu
B2-92, dagegen schon. Beide Faktoren B1-1 und B2-92 zeigen moderate Interak-
tion mit den Bereichen von Rev, die an der Oligomerisierung beteiligt sind.
Dabei miissen fiir volle Interaktionsstirke weitere Bereiche in Rev mit verant-

wortlich sein.

3.2.1.3 Charakterisierung der Rev-interagierenden Doméanen in B1-1

Um festzustellen, welche Abschnitte des Proteins B1-1 (aa 42 - 222 aus GST A4)
mit Rev interagieren, wurden jeweils 3 Bereiche aus diesem Protein gewdhlt und
per PCR entsprechende pTRG-Plasmide konstruiert, die den gewlinschten Bereich
exprimierten. Dies waren die Bereiche (siehe Abbildung 23):

GST A4 aa 42-81 N-terminale Halfte von GST A4 ohne die aa 1-41

GST A4 aa 42-112 Enthdlt zusdtzlich zum obigen Fragment einen
Bereich der C-terminalen globuldren Halfte, der
auch wichtig fiir die Dimerisierung ist

GST A4 aa 82-222 C-terminale Halfte von GST A4

B1-1 (GST A4 aa 42-222) B1-1 voller Ldange als Positivkontrolle der Interak-

tion mit Rev
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Verwendete Fragmente des B1-1 Proteins

GST A4
Amino-_ 4
sHure iy 42 @@ 112 o - 222
linke globulére Halfte rechte globulare Halfte
A\
-

linke Halfte + Dimerisierungs-Intertace

B1l-1=

GST A4 aa 42222 |

GST A4 aa 42-81 _

GST A4 aa 82-222

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Fragmente des B1-1 Proteins, die auf Interaktion
mit Rev untersucht wurden, vgl. Abbildung 37.

Zur Struktur von GST A4 und Begriindung der Wahl dieser Fragmente vgl. auch
4.4.1.2. Da nur B1-1 (entspricht GST A4 ohne die ersten 41 Aminosduren), nicht
aber GST A4 voller Lange mit Rev interagiert (siehe 3.2.1.1, 3.2.2.1 und 3.2.2.2),
wurden die ersten 41 Aminosduren von GST A4 bei der Konstruktion dieser drei
Fragmente nicht beriicksichtigt.

BMI Zellen wurden co-transformiert mit pBT-Rev und den entsprechenden pTRG-
Plasmiden, von denen die oben beschriebenen B1-1 Fragmente exprimiert wur-
den. Die Interaktionsstarken wurden durch $-Galactosidase-Assay ermittelt.
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Abbildung 24: Interaktionsstarken von drei verschiedenen Fragmenten des Proteins B1-1 mit Rev.
Die angegebenen B1-1 Fragmente wurden in pTRG kloniert und BMI-Zellen mit diesen Plasmiden
und pBT-Rev co-transformiert. Die Interaktionsstiarken wurden im R-Galactosidase-Assay gemessen
und die Interaktionsstirke mit dem kompletten B1-1 Protein auf jeweils 100 % gesetzt. Die
angegebenen Werte resultieren aus 3 unabhéngigen Co-Transformationen.

Abbildung 24 zeigt, dal sich nur fir das komplette B1-1 Protein (entspricht den
Aminosduren 42 - 222 aus GST A4) eine Interaktion mit Rev nachweisen laf3t.
Fragmente, die dem N- bzw. C-Terminus von B1-1 entsprechen, sowie ein Frag-
ment, das zusdtzlich zum N-terminalen Fragment einen Bereich aus der C-
terminalen globuldren Halfte enthalt, interagieren kaum mit Rev. Das deutet
darauf hin, dal fiir die Interaktion zwischen Rev und B1-1 grofere strukturell
zusammenhdngende Bereiche aus B1-1 wichtig sind, wobei aber die Aminosdu-
ren 1-41 aus GST A4 diese Interaktion verhindern, siehe 3.2.1.1, 3.2.2.1 und
3.2.2.2.

Zusammenfassend lalst sich feststellen, dal’ im bakteriellen Zwei-Hybrid-System
weder die N-terminale noch die C-terminale Hiilfte von B1-1 noch ein weiteres
getestetes Fragment mit Rev interagieren, sondern nur das komplette B1-1
Protein (GST A4 Aminosdauren 42-222).
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3.2.1.4 Charakterisierung der Rev-interagierenden Domdnen in
VPS 28

VPS 28, das zu B2-92 gehorende Protein voller Lange, wurde ebenfalls in 3
Bereiche unterteilt, und diese wurden jeweils auf Interaktion mit Rev getestet.
Dabei handelt es sich um die Bereiche, siehe Abbildung 25:

* VPS28aa2-123 N-terminale Halfte von VPS 28

* VPS 28 aa85-176 mittlerer Bereich aus VPS 28

e VPS 28 aa 124-221 C-terminale Halfte von VPS 28

e B2-92 (VPS 28 aa 17-221) B2-92 als Positivkontrolle der Interaktion mit Rev
e VPS 28 (aa 1-221) weitere Kontrolle der Interaktion mit Rev

Verwendete Fragmente des VPS 28 Proteins

VPS 28
Amino_m
saure L A

Y w
N:Terminus (im ESCRT-I core) C-Tetminus
_/
W

mittlerér Bereich

B2-92 (ga 17-221)

VPS 28 aa 2-123

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Fragmente des VPS 28 Proteins, die auf Interaktion
mit Rev untersucht wurden, vgl. Abbildung 55.

Die Kristall-Struktur von VPS 28 ist teilweise bekannt. Die Tertidr- und Sekundar-
struktur von VPS 28 bildete die Grundlage fiir die Wahl der Fragmente, vgl. auch
4.4.2.2. Da sowohl das VPS 28 Protein voller Lange als auch das urspriinglich im
cDNA-Library-Screening entdeckte Fragment B2-92 (den Aminosauren 17 bis 221

92
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aus VPS 28 entsprechend) mit Rev interagieren (siehe 3.2.1.1 — Abbildung 20 -,
3.2.2.1 — Abbildung 28, G und | — und 3.2.2.2 — Abbildung 30 B, 5 und 7) wur-
den beide Proteine als Kontrolle fiir die Interaktion mit Rev beriicksichtigt. Das
Fragment der N-terminalen Halfte erstreckt sich daher auch auf den ganzen N-
terminalen Bereich.

Zur Analyse der Interaktion von Rev mit den verschiedenen VPS 28 Fragmenten
wurden BMI Zellen mit pBT-Rev und den entsprechenden pTRG-Plasmiden, von
denen die oben beschriebenen VPS 28 Fragmente exprimiert wurden, co-
transformiert. Die Interaktionsstarken wurden durch [(-Galactosidase-Assay
ermittelt.

140
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Abbildung 26: Interaktionsstirken von verschiedenen Fragmenten des Proteins VPS 28 mit Rev.
Die angegebenen VPS 28 Fragmente wurden in pTRG kloniert und BMI-Zellen mit diesen Plasmi-
den und pBT-Rev co-transformiert. Die Interaktionsstirken wurden im [R-Galactosidase-Assay
gemessen und die Interaktionsstiarke mit B2-92 auf jeweils 100 % gesetzt. Die angegebenen Werte
resultieren aus je 3 unabhangigen Co-Transformationen.

Aus Abbildung 26 ist ersichtlich, dal das VPS 28 Protein voller Lange mit Rev
interagiert, allerdings nur knapp 70 % der Interaktionsstarke von B2-92 (Amino-
sduren 17-221 aus VPS 28) erreicht. Dieses Resultat stimmt mit frither erhaltenen
Ergebnissen (iberein, siehe 3.2.1.1. Die Fragmente des mittleren Bereichs und des
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C-terminalen Bereichs interagieren nicht deutlich mit Rev. Jedoch zeigt das N-
terminale Fragment VPS 28 aa 2 - 123 eine Interaktion mit Rev, deren Stirke sogar
mit ca. 130 % Uber die Starke der Rev - B2-92 Interaktion hinausgeht. Damit [af3t
sich der mit Rev interagierende Bereich von VPS 28 auf den N-Terminus aa 2 -
123 eingrenzen.

Zusammenfassend lalSt sich feststellen, dali mit Hilfe des bakteriellen Zwei-
Hybrid-Systems der N-Terminus von VPS 28 Aminosduren 2 bis 123 als Rev-
interagierende Domane eingegrenzt werden konnte. Die Interaktionsstirke
dieses N-terminalen Bereichs von VPS 28 mit Rev ist deutlich stirker als die
Interaktionsstirken des gesamten (VPS 28) oder N-terminal verkiirzten (B2-92

bzw. C-terminales Fragment) Proteins.

3.2.1.5 Uberpriifung der Fihigkeit zur Dimer-Bildung von B1-1

Es ist bekannt, dall GST A4 in eukaryontischen Zellen Dimere bilden kann, siehe
5.1.9. So stellt sich die Frage, ob auch B1-1 als N-terminal verkiirztes Fragment
von GST A4 (Aminosduren 42 bis 222) in der Lage ist, Dimere zu bilden. Einige
fur die Dimerbildung wichtige Aminosduren fehlen B1-1, siehe 4.4.1.3, vgl. 5.1.9.
Hinsichtlich eines moglichen therapeutischen Einsatzes von B1-1 (siehe 4.6) ist
daher die Frage, ob B1-1 mit GST A4, das z.B. endogen in der Zelle vorliegt,
Dimere bilden kann, von besonderem Interesse. Daher wurde mit Hilfe des
bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems die Interaktion von B1-1 mit GST A4 unter-
sucht. Die Interaktionsstarken wurden mittels 3-Galactosidase-Assay quantifiziert
und mit den Interaktionsstirken der Rev - B1-1 Interaktion und der GST A4 -
GST A4 Interaktion (Dimerisierung) verglichen.

Dazu wurde das Plasmid pBT-GST A4 konstruiert und zusammen mit den in
Abbildung 27 angegebenen pTRG-Plasmiden in BMI Zellen co-transformiert.

Abbildung 27 zeigt, dal} die in der Literatur beschriebene Interaktion von GST A4
mit sich selbst (Dimerisierung) im bakteriellen Zwei-Hybrid-System nachweisbar
ist. Allerdings betragt die Interaktionsstarke der Bindung von GST A4 an ein
weiteres Molekll GST A4 nur knapp 19 % der Interaktionsstarke zwischen B1-1
und Rev. Die Interaktionsstirke zwischen B1-1 und GST A4 ist mit knapp 10 %
der B1-1 - Rev Interaktionsstarke noch deutlich geringer.
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Abbildung 27: Untersuchung der Fahigkeit zur Dimer-Bildung von B1-1. BMI Zellen wurden mit
den angegebenen Plasmid-Kombinationen (jeweils als pBT- und pTRG-Plasmid vorliegend) co-
transformiert und die Interaktionsstarken im B-Galactosidase-Assay ermittelt. Die Starke der Rev -
B1-1 Interaktion wurde auf 100 % gesetzt, und die lbrigen Werte wurden darauf bezogen. Die
angegebenen Werte resultieren aus 3 unabhéngigen Co-Transformationen.

Es kann daher gefolgert werden, da8 die bei B1-1 fehlenden 41 N-terminalen
Aminosduren tatsdchlich einige fiir die Dimerisierung wichtigen Bereiche enthal-
ten, da die Fahigkeit zur Heterodimer-Bildung mit GST A4 deutlich geringer
ausgepragt ist als die der Homodimer-Bildung zwischen GST A4 und GST A4. Die
Interaktion von Rev mit B1-1 ist im bakteriellen System ungefdhr 10fach starker
als die Interaktion von GST A4 mit B1-1. Falls im humanen System &dhnliche
Interaktionsstarken vorherrschen, kann angenommen werden, dall humane
Zellen, in die B1-1 therapeutisch eingebracht wiirde bzw. die nach therapeuti-
scher Behandlung selbst B1-1 exprimieren, kaum in der normalen Funktion des
endogenen GST A4 Dimers beeintrachtigt waren, siehe 4.4.1.3.

Zusammenfassend [dlit sich feststellen, dalf mit Hilfe des bakteriellen Zwei-
Hybrid-Systems die Dimerbildung von GST A4 gezeigt werden kann. Die Inter-
aktion von B1-1 mit Rev ist ca. 10fach stirker als die mit GST A4. Die Interakti-
on zwischen zwei Molekiilen GST A4 (Homodimer) ist ca. doppelt so stark wie
die von B1-1 mit GST A4 (Heterodimer).
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3.2.2  Charakterisierung in humanen Zellen

Die Interaktion der neu identifizierten Faktoren B1-1 und B2-92 mit Rev wurde
wie oben beschrieben im bakteriellen System verifiziert und naher charakterisiert.
Dabei wurden mit dem bakteriellen Zwei-Hybrid-System genetische Methoden
angewendet. Anschliefend erfolgte die Untersuchung der Interaktion der neuen
Faktoren mit Rev in humanen Zellen. Zugleich wurde damit die Interaktion dieser
Faktoren mit Rev mit unabhdngigen Methoden (in cyto Mikroskopie und bioche-
mische Methoden) bestatigt.

3.2.2.1 Co-Lokalisation der neu identifizierten Interaktoren mit Rev

Das Rev-Protein besitzt Signalsequenzen, die den Transport in den Zellkern (NLS)
und Export aus dem Zellkern (NES) vermitteln, siehe 1.2.1. Die Lokalisierung des
Rev-Proteins in der Zelle wird durch das Zusammenspiel dieser beiden Signale
bestimmt. In Hela-Zellen befindet sich das Rev-Protein zum (iberwiegenden
Anteil in den Nukleoli im Zellkern. Die beiden neu identifizierten Rev-
interagierenden Faktoren B1-1 und B2-92 bzw. deren korrespondierende Proteine
voller Lange besitzen keine in der Literatur beschriebenen Lokalisations-
Signalsequenzen und liegen in der gesamten Zelle vor, wobei aber die Nukleoli in
der Regel ausgespart sind, siehe Abbildung 28. Falls diese Faktoren aber mit Rev
interagieren, ist es wahrscheinlich, dal} in Gegenwart von Rev eine Umordnung
der Lokalisation stattfindet. Daher wurde die Lokalisation der Faktoren B1-1 und
B2-92 jeweils mit und ohne Rev in Hela-Zellen untersucht. Dazu wurden Plas-
mide konstruiert, mit deren Hilfe die Faktoren B1-1 bzw. B2-92 bzw. deren
korrespondierende Proteine voller Ldnge als Fusionsproteine mit dem cyan-
fluoreszierenden Protein (CFP) exprimiert werden koénnen (pC-B1-1-CFP, pC-
B2-92-CFP, pC-GST A4-CFP bzw. pC-VPS 28-CFP), siehe 2.1.8. Rev wurde vom
Plasmid pC-Rev-YFP als Fusionsprotein mit dem gelb-fluoreszierenden Protein
(YFP) exprimiert. Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Analyse der gleichzeitigen
Lokalisation von Rev und Faktoren ist, dalk die CFP- und YFP-Kanile mikrosko-
pisch mit entsprechenden Filtern getrennt werden kénnen und nicht ineinander
uberstrahlen. Dies wird im folgenden gezeigt. AuBerdem wurde bei allen Auf-
nahmen die Focus-Ebene zwischen YFP- und CFP-Kanal nicht verandert, siehe
2.2.4.
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CFP YFP Phase
F) B2-92 CFP

G) B2-92 CFP + RevYFP

H) VPS 28 CIP

I) VPS 28 CFP + RevYFP

Abbildung 28: Untersuchung der Co-Lokalisation von Rev mit den neu identifizierten Rev-
interagierenden Faktoren. Hela-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fir Rev als YFP-Fusion
bzw. die auf Co-Lokalisation zu testenden Faktoren jeweils als CFP-Fusion wie angegeben
transient transfiziert. Fir einen Bildausschnitt wurden jeweils Mikroskop-Aufnahmen der Kandle
CFP, YFP und Phase angefertigt und gegentibergestellt.
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Die in Abbildung 28 gezeigten Mikroskop-Aufnahmen sind jeweils reprasentativ.

Wie Tabelle 6 zeigt, wurde jeder Ansatz mehrmals wiederholt, die Lokalisationen

der fluoreszierenden Proteine jeweils festgehalten und bei den Ansitzen C, E, G

und | der Anteil der Zellen, die jeweils Co-Lokalisation mit Rev zeigten, berech-

net.

Tabelle 6: Quantifizierung der Untersuchung der

Rev-interagierenden Faktoren. (Siehe Abbildung 28).

Co-Lokalisation mit den neu identifizierten

exprimierte | Anzahl Anzahl der
typische Lokalisation
fluoreszie- unter- Zellen, die diese | Co-Lokalisation
o hinsichtlich der
rende suchter Lokalisation mit Rev (%)
Nukleoli
Proteine Zellen zeigten
deutliche Anfarbung
A RevYFP 25 25 —
der Nukleoli
B BUACRP | 76| _Nukleoli ausgespart | 76
B1-1 CFP + deutliche Anfarbung
C 74 71 71(97,3 %)
RevYFP der Nukleoli
D | GSTA4CFP | 16 | Nukleoliausgespart | 16
GST A4 CFP+
E 42 Nukleoli ausgespart 39 3(7,1 %)
RevYFP
P B2:92CFP | 16| Nukleoli ausgespart | 16
B2-92 CFP+ deutliche Anfarbung
G 25 25 25 (100 %)
RevYFP der Nukleoli
JH | VPS28CFP_ | 39 | Nukleoliausgespart | 39
VPS 28 CFP + deutliche Anfarbung
[ 37 37 37 (100 %)
RevYFP der Nukleoli

(1) Nummer in Abbildung 28

In Abbildung 28 A wurden Hela-Zellen nur mit pC-Rev-YFP transfiziert, und es ist
zu sehen, daf kein Signal im CFP-Kanal detektierbar ist. Die Belichtungszeit

wurde hier manuell auf einen Wert gesetzt, der die Belichtungszeiten der Auf-
nahmen in Abbildung 28 B bis | weit iiberschreitet. Ein Uberstrahlen des YFP-
Signals in den CFP-Kanal kann daher ausgeschlossen werden. Abbildung 28 A

(YFP Kanal) zeigt die fiir HeLa-Zellen typische Lokalisierung von Rev hauptsiach-
lich in den Nukleoli. Alle auf Rev-Interaktion zu testende Faktoren (B1-1, GST A4,
B2-92 und VPS 28) zeigen ohne Rev eine Lokalisation in der gesamten Zelle,
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wobei die Nukleoli meist ausgespart bleiben — siehe Pfeile in Abbildung 28 B, D,
F und H. Auch hier ist in keinem Fall ein Uberstrahlen des CFP-Signals in den
YFP-Kanal zu beobachten, was bestatigt, dal$ beide Kandle getrennt sind. Wenn
B1-1, B2-92 oder VPS 28 zusammen mit Rev gleichzeitig in Hela-Zellen expri-
miert werden, zeigt sich eine deutliche Anderung der Lokalisation, siehe
Abbildung 28 C, G und I. Rev bewirkt offensichtlich eine Akkumulation dieser
Proteine in den Nukleoli (siehe Pfeile in den Abbildungen), die am starksten bei
B1-1 ausgepragt ist. Das steht in deutlichem Gegensatz zur Lokalisation dieser
Faktoren ohne Rev, bei denen die Nukleoli ausgespart sind, siehe oben. Die
Lokalisation von Rev selbst ist nicht gedndert.

Lediglich GST A4 zeigt keine Akkumulation in den Nukleoli in Gegenwart von
Rev und ist damit der einzige Faktor, bei dem keine Co-Lokalisation beobachtet
werden kann.

B1-1 zeigt in sehr seltenen Fdllen keine Co-Lokalisation mit Rev, siehe Tabelle 6,
namlich in ca. 2,7 % der Falle (bzw. 3 von 74 untersuchten Zellen). Dies ist
moglicherweise auf seltene Faltungs-Varianten/-Fehler von B1-1 zuriickzufiihren,
siehe 4.4.1.1. In samtlichen anderen Untersuchungen zur Interaktion von B1-1
mit Rev konnte eine Interaktion stets eindeutig gezeigt werden (siehe Co-
Immunoprazipitation, 3.2.2.2, und Ergebnisse im bakteriellen Zwei-Hybrid-
System 3.2.1.1). Ahnlich zeigt GST A4 in seltenen Fillen, namlich 7,1 % (bzw. 3
von 42 untersuchten Zellen) eine Co-Lokalisation mit Rev in den Nukleoli. Auch
hier sind vermutlich seltene Faltungs-Varianten/-Fehler von GST A4 verantwort-
lich, siehe 4.4.1.1.

Zusammenfassend ldit sich feststellen, dal8 eine Co-Lokalisation von Rev mit
B1-1, B2-92 und VPS 28 in den Nukleoli zu beobachten ist. Ohne Rev sind diese
Proteine sowie GST A4 in der gesamten Zelle lokalisiert, wobei die Nukleoli
meist ausgespart bleiben. GST A4 lalit hingegen keine Co-Lokalisation mit Rev
erkennen.

3.2.2.2 Co-lmmunoprazipitation der neu identifizierten Interaktoren
mit Rev

Die im bakteriellen Zwei-Hybrid-System neu identifizierten Rev-interagierenden
Faktoren B1-1 und B2-92, sowie deren zugehdrigen Proteine voller Lange GST A4
bzw. VPS 28 wurden im folgenden mit Hilfe der Technik der Co-Immuno-
prazipitation in humanen Zellen auf Interaktion mit Rev untersucht. Dies stellt
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neben der Co-Lokalisation (siehe 3.2.2.1) einen weiteren Test auf Interaktion in
humanen Zellen dar. Die in diesem Abschnitt beschriebene Co-Immuno-
prazipitation ist ein biochemischer Ansatz und somit methodisch unabhdngig vom
genetischen Ansatz des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems (siehe 3.2.1) und von
den mikroskopischen Analysen der Co-Lokalisation (siehe 3.2.2.1).

Das Prinzip der hier verwendeten Co-Immunoprézipitation ist schematisch in
Abbildung 29 dargestellt.

a-GFP
X =Bl1-14)
X =B2-92 (5)
X =GST A4 (6)
X =VPS 28 (7)
(Zahlen beziehen sich auf

Test auf Interaktion I Abbildung 30, B)

Nachweis

a-Rev
Abbildung 29: Schematische Darstellung des Ablaufs der Co-Immunoprizipitation. Der auf
Interaktion mit Rev zu testende Faktor X lag als Fusionsprotein mit GFP vor und wurde aus Zellen,
die diesen Faktor und Rev exprimierten, durch einen a-GFP Antikorper und ProteinG gefillt. Falls

X mit Rev interagiert, wurde dabei Rev mit gefdllt und konnte mit einem a-Rev Antikorper
nachgewiesen werden. Nicht gebundene Proteine wurden zuvor durch Waschen entfernt.

Fur die Co-Immunoprazipitation (siehe 2.2.6) wurden Hela-Zellen mit Paaren von
Expressionsplasmiden, die jeweils fiir die auf Interaktion zu untersuchenden
Proteine codierten, transfiziert. Da die Interaktion verschiedener Faktoren mit Rev
untersucht wurde, enthielt jeder Ansatz Rev-his vom Plasmid pC-Rev-his. Der auf
Rev-Interaktion zu testende Faktor wurde als pC-Plasmid mit pC-Rev-his co-
transfiziert, siehe Abbildung 30. Die Immunoprézipitation erfolgte mit einem anti-
GFP-Antikorper aus Kaninchen. Daher wurden samtliche auf Rev-Interaktion zu
testende Faktoren (auler eine Negativkontrolle) als GFP-Fusionsprotein eingesetzt.
So war es auch moglich, die Proteinexpression mikroskopisch zu verfolgen und
die Zellen zum richtigen Zeitpunkt zu ernten und aufzuschliefen (nach 24 bzw.
48 Stunden). Vom GFP-Antikorper gebundene Proteine und der Antikorper selbst
wurden an ProteinG-Sepharose gebunden und pelletiert. Dieses Pellet wurde
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insgesamt 5 mal griindlich gewaschen (durch Vortexen mit Puffer und erneutem
Pelletieren), um nicht gebundene Proteine zu entfernen. Daraus resultierte die
Fraktion der Immunoprézipitation, die das auf Rev-Interaktion zu testende Protein
als GFP-Fusion enthielt und je nach Interaktion Rev aufwies oder nicht. Es wurden
Westernblots aller Ansdtze angefertigt, bei denen jeweils die Fraktion ,L“ vor
Zugabe des GFP-Antikorpers (enthdlt alle Proteine), die letzte Wasch-Fraktion
,W* und die Fraktion der Immunoprazipitation ,IP“ aufgetragen sind, siehe
Abbildung 30. Im Westernblot erfolgte zunachst die Detektion von Rev mit einem
anti-Rev-Antikorper aus Ratte, siehe Abbildung 30 A-I und B-I; anschliefSend
wurden die Membranen gestrippt, und es erfolgte die Detektion von GFP mit
einem anti-GFP-Antikorper aus Maus, siehe Abbildung 30 A-Il und B-II.
1 2 3

| I 11 |
RevGFP GFP B1-1-his

Rev-his Rev-his Rev-his

Al 62 » L WIP L WIPL WP
w5 » @ (@
Ratte anti-Rev
32,5
25 -
65 » @ (wm
A-ll 62 »
® (=
Maus anti-GFP 475 » i >
32,5 Q @
25
4 5 6 7
| || [ 11 |
B-I B1-1-GFP  B2-92-GFP GSTA4-GFP VPS28-GFP
Rev-his Rev-his Rev-his Rev-his
32,5 LWIP, LWIP LWIPLWI
. 25
Ratte anti-Re
FatteantRer s g () “« @
B-II 62 > o
Maus anti-GFP [ @‘ @ @
475 > =

Abbildung 30: Westernblot der Co-Immunoprazipitation von Rev und den neu identifizierten
Rev-interagierenden Faktoren. Hela-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden wie angegeben
transient transfiziert und, nachdem die Expression mikroskopisch sichtbar war (GFP-Fusionen),
geerntet (reprasentiert jeweils durch die Fraktion ,L“). Die Immunoprizipitation erfolgte mit einem
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anti-GFP-Antikdrper aus Kaninchen und ProteinG-Sepharose. Das Prédzipitat wurde mehrmals
gewaschen und die letzte Waschfraktion auf den Westernblot jeweils als ,W* aufgetragen.
Auferdem wurde auf den Westernblot die Fraktion der Immunoprézipitation jeweils als ,IP*
aufgetragen. Gezeigt sind hier die Westernblots aller Ansdtze jeweils mit den Fraktionen ,L”, ,W"
und ,IP“. Die Detektion von Rev (A-1 und B-I) erfolgte mit einem anti-Rev-Antikorper aus Ratte; die
Westernblots wurden anschliefend gestrippt und einer Detektion von GFP mit einem anti-GFP-
Antikorper aus Maus unterzogen (A-ll und B-Il). A: zeigt die Kontrollen zur Co-
Immunoprézipitation (siehe Text); B: zeigt die Untersuchung der Co-Immunoprézipitation von Rev
mit den neu identifizierten Faktoren.

In Abbildung 30 A sind die Kontrollen zur Co-Immunoprazipitation dargestellt.
Ansatz 1 zeigt die Rev-Rev-Interaktion und dient als Positivkontrolle. Auf diesen
Ansatz wurde das Protokoll der Co-Immunoprazipitation optimiert. Fraktionen ,L”
und ,IP” in Ansatz 1 zeigen im anti-Rev Westernblot je zwei Banden, die RevGFP
und Rev-his entsprechen und in Abbildung 30, A-I durch 2 blaue Kreise markiert
sind. Die RevGFP-Bande ist ebenfalls in der ,IP“-Fraktion im anti-GFP-
Westernblot zu sehen und in Abbildung 30, A-Il durch einen griinen Kreis mar-
kiert. Das heil’t, RevGFP wurde gefillt und hat Rev-his gebunden. Ansatz 2 zeigt
die Negativkontrolle, bei der zwar GFP geféllt wurde — siehe GFP-Bande bei ca.
29 kD in ,IP“ im anti-GFP-Westernblot, Abbildung 30, A-Il, griiner Kreis — aber
Rev in der ,IP“-Fraktion nicht nachweisbar ist, da Rev nicht mit GFP alleine
interagiert. Diese Kontrollen zeigen, dal$ eine Co-Immunoprazipitation, also eine
Rev-Bande in der ,IP“-Fraktion, nur zu beobachten ist, wenn Rev einen Interakti-
onspartner als GFP-Fusion bindet.

Ansatz 3 stellt eine weitere Negativkontrolle dar. Das hier eingesetzte Protein
B1-1 kann zwar mit Rev interagieren — siehe Abbildung 30, B-I, Ansatz 4 und
obige Ergebnisse — wird aber durch die Immunoprazipitation mittels a-GFP
Antikorper nicht gefdllt, da es nicht als GFP-Fusionsprotein vorliegt. Demzufolge
ist auch Rev in der ,IP“-Fraktion nicht nachweisbar. Dieses Kontrollexperiment
demonstriert, dall eine Immunoprazipitation nur spezifisch von GFP-
Fusionsproteinen stattfinden kann.

Abbildung 30 B zeigt die Untersuchung der Co-Immunoprézipitation von Rev mit
den neu identifizierten Faktoren. Alle Faktoren wurden als GFP-Fusionsproteine
exprimiert und vom anti-GFP-Antikorper gefdllt (siehe Banden jeweils in ,L” und
,IP“ im anti-GFP-Westernblot, Abbildung 30 B-Il, markiert durch griine Kreise).
Die dabei zu erwartenden ProteingrofRen sind: 48 kD fir B1-1-GFP, 51 kD fir
B2-92-GFP, 53 kD fur GST A4-GFP und 53 kD fir VPS28-GFP. Die Faktoren
B1-1, B2-92 und VPS 28 zeigen Co-Immunoprazipitation mit Rev (siehe Banden
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jeweils in der ,IP“-Fraktion in Ansdtzen 4, 5 und 7 im anti-Rev-Westernblot,
Abbildung 30 B-I, markiert durch blaue Kreise). GST A4 hingegen zeigt keine
Interaktion mit Rev, siche Abwesenheit einer Bande in der ,IP“-Fraktion im Ansatz
6 im anti-Rev-Westernblot.

Die Ansdtze dieses Experiments wurden mindestens zweimal mit jeweils den

gleichen Ergebnissen durchgefiihrt.

Zusammenfassend ldl8t sich feststellen, dals Rev zusammen mit B1-1, B2-92 und
VPS 28 co-immunoprézipitiert. GST A4 hingegen ist nicht in der Lage, Rev zu

co-prézipitieren.

3.2.2.3 Untersuchung der Zytotoxizitit der neu identifizierten Fakto-
ren in humanen Zellen

Eine essentielle Voraussetzung fiir einen moglichen zukiinftigen therapeutischen
Einsatz der in dieser Arbeit neu identifizierten Rev interagierenden Proteine B1-1
und B2-92 oder Teilen davon ist die Abwesenheit von toxischen Effekten dieser
Proteine auf humane Zellen. Daher wurde eine Zytotoxizitats-Untersuchung mit
B1-1 und B2-92 durchgefiihrt. Es gibt eine Reihe von Toxizitits-Tests, die ver-
schiedene Fragestellungen beantworten konnen, so dafS fiir eine umfassende
Toxizitats-Untersuchung sicher mehrere Tests durchgefiihrt werden missen —
siche 4.4.3. Daher ist es sinnvoll, als ersten Toxizitats-Test zu untersuchen, ob
eine Uberexpression von B1-1 oder B2-92 in Hela-Zellen sich zellschadigend
auswirkt. So wurde als Zytotoxizitdts-Test der Ansatz zur Messung freigesetzter
Lactat-Dehydrogenase (LDH release Assay) gewahlt (siehe 4.4.3 bzw. 2.2.7) und
dazu der CytoTox-ONE Kit von Promega verwendet. Bei diesem Test wird die
Freisetzung des Enzyms Lactat-Dehydrogenase (LDH) aus Zellen gemessen, deren
Zellwand durch toxische Einfliisse geschadigt wurde. Die freigesetzte LDH kataly-
siert eine Farbreaktion, was nach Zugabe eines Farbstoffs photometrisch gemessen
werden kann.

Hela-Zellen wurden zu 5-10° Zellen pro Loch in eine 96-Loch-Platte ausgesit
und am folgenden Tag mit unterschiedlichen Mengen an Expressionsplasmid fir
die Faktoren B1-1 und B2-92 mittels FUGENE transfiziert. Es wurden dabei die
Plasmide pC-B1-1-CFP und pC-B2-92-CFP mit jeweils 10 ng, 50 ng bzw. 100 ng
DNA pro Loch eingesetzt. Die Faktoren B1-1 und B2-92 wurden jeweils alleine
oder in Kombination mit Rev eingesetzt, wobei dann das Expressionsplasmid pC-
Rev-his in jeweils gleicher Menge wie der Faktor eingesetzt wurde. Von allen
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Ansdtzen wurden Triplikate angefertigt. Das Experiment wurde mehrfach wieder-
holt und die Toxizititsmessung entweder 24 oder 48 Stunden nach der Transfek-
tion wie in 2.2.7 beschrieben durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurden vor der
Toxizitdtsmessung einige Zellen der 96-Loch-Platte mit Lysis-Substrat, das mit
dem Kit mitgeliefert wurde, behandelt. Der Mittelwert der auf diese Weise erhal-
tenen Lysis-Kontrolle definierte 100 % Toxizitdt. Weiterhin wurden einige Zellen
der 96-Loch-Platte nur mit FUGENE ohne DNA versetzt. Der Mittelwert dieser
Kontrolle fiir die durch das Transfektionsreagenz FuGENE alleine verursachte
Toxizitat wurde den Ergebnissen der Faktoren B1-1 und B2-92 sowie Rev gegen-
ubergestellt. Die Toxizitdt wurde jeweils als Anteil der Toxizitdt der 100 % Lysis-
Kontrolle berechnet.

Tabelle 7: Relative zytotoxische Wirkung der Faktoren B1-1 und B2-92 und des Rev-Proteins auf
Hela Zellen, gemessen mit dem CytoTox-ONE Assay (Promega). Hela Zellen wurden mit den
angegebenen Mengen an Expressionsplasmid fiir B1-1 (pC-B1-1-CFP) und B2-92 (pC-B2-92-CFP)
transfiziert, jeweils alleine oder in Kombination mit gleichen Menge an Rev-Expressionsplasmid
(pC-Rev-his). Zusatzlich wurde die Toxizitdit von Rev alleine untersucht (vorletzte Zeile). Die
Toxizititsmessung wurde nach 24 bzw. 48 Stunden durchgefiihrt. Die Werte wurden auf die Lysis-
Kontrolle (100 % Toxizitdt) bezogen, siehe Text. Dargestellt ist auBerdem die durch das Transfek-
tionsreagenz FUGENE alleine verursachte Toxizitdt (letzte Zeile). Die angegebenen Werte resultie-
ren jeweils aus 6 bis 9 individuellen Messungen. MW = Mittelwert; STW = Standardabweichung

% Zytotoxizitdt (von 100 % der Lysis-Kontrolle)

10 ng 50 ng 100 ng
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h

MW STW MW STW MW STW MW STW MW STW MW STW

B1-1
ohne Rev | 2,2 1,9 2,6 1,2 3,2 1,6 | 4,5 3,4 2,1 0,6 5,2 2,6
mit Rev 1,9 0,9 0,5 04 (29 0,8 3,2 2,0 3,3 1,2 3,0 1,4

B2-92
ohne Rev | 4,1 1,2 2,5 06 | 2,8 1,3 3,2 1,7 2,5 1,8 3,8 1,7
mit Rev 3,0 0,5 2,4 0,7 3,0 1,0 3,2 1,0 3,3 1,8 3,6 1,6

Rev 2,1 0,9 0,4 04 [ 25 0,7 1,2 0,6 3,4 1,0 | 2,9 1,5

FuGENE 3,7 1,0 | 57 3,3 3,7 1,0 1 57 3,3 3,7 1,0 | 57 3,3
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Abbildung 31 A und B: Relative zytotoxische Wirkung der Faktoren B1-1 und B2-92 und des
Rev-Proteins auf HelLa Zellen, gemessen mit dem CytoTox-ONE Assay (Promega) nach 24
Stunden (A) bzw. nach 48 Stunden (B) nach Transfektion. Zur Durchflihrung siehe Tabelle 7 und

Text.

106



Ergebnisse

Tabelle 7 und Abbildung 31 zeigen die erhaltenen Ergebnisse. Insgesamt ist fiir
keinen der Faktoren B1-1 und B2-92 eine deutliche Zytotoxizitat mit dem Cyto-
Tox-ONE Assay feststellbar, weder alleine noch in Kombination mit Rev. Fiir das
Rev-Protein selbst kann ebenfalls nach 24 oder 48 Stunden keine wesentliche
Zytotoxizitdt beobachtet werden (fiir mogliche Griinde siehe 4.4.3). Dieses
Ergebnis ist unabhdngig von der untersuchten Expressionsdauer (24 bzw. 48
Stunden) des Faktors oder der transfizierten DNA-Menge (10 ng bis 100 ng pro
Loch einer 96-Loch-Platte). Das Experiment wurde mehrfach wiederholt, wobei
sich stets dasselbe Ergebnis zeigte, siehe Tabelle 7 Standardabweichung. Zur
Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde parallel zur 96-Loch-Platte des Zytoto-
xizitats-Tests eine zweite 96-Loch-Platte ausgesit und in gleicher Weise mit den
Faktoren transfiziert. Diese Platte wurde mikroskopiert und der Anteil der fluores-
zierenden Zellen ausgezdhlt. Dabei wurde pro Ansatz stets ein reprdsentativer
Bereich gewahlt und deutlich mehr als 100 Zellen ausgezdhlt. Der Anteil fluores-
zierender und damit transfizierter Zellen lag zwischen ca. 38 % und ca. 66 % und
nahm generell mit steigender transfizierter DNA-Menge zu.

Zusammenfassend a3t sich feststellen, dal$ im CytoTox-ONE Zytotoxizitdts-Test
weder B1-1 noch B2-92 in Hela-Zellen Toxizitit zeigten. Dieses Ergebnis be-
zieht sich auf die untersuchte Expressionsdauer der transfizierten Faktoren von
24 bzw. 48 Stunden und die transfizierten DNA-Mengen (bis 100 ng pro Loch
einer 96-Loch-Platte).
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4 Diskussion

Diskussion der Zielsetzung

Das bakterielle Zwei-Hybrid-System
als Mittel zur Erreichung der Ziele

Vorteile des bakteriellen
Zwei-Hybrid-Systems

Nachteile des bakteriellen
Zwei-Hybrid-Systems

Die neu identifizierten Rev-
interagierenden Faktoren

Informationen aus Litera- Informationen aus Litera-
tur und Internet tur und Internet
- sy ﬂ
Interaktion mit Rev Interaktion mit Rev
4421

Untersuchung auf Rev- Untersuchung auf Rev-

interagierende Doménen

interagierende Doménen

Fahigkeit von B1-1 zur
Heterodimerbildung

Diskussion der Zytotoxizitétstest
von Bl-1 und B2-92

Zusammenfassung und Ausblick

45+4.6

Abbildung 32: Schematische Darstellung des Ablaufs der Diskussion.
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Der Aufbau der Diskussion ist in Abbildung 32 dargestellt. Zunadchst wird darge-
legt, was zur Zielsetzung dieser Arbeit fiihrte und wie diese Arbeit dazu beitragt,
neue wertvolle wissenschaftliche Erkenntnisse zu gewinnen. Dann wird erldutert,
warum das bakterielle Zwei-Hybrid-System das geeignete Mittel zur Erreichung
des Ziels ist, und zwar unter Abwagung aller Vor- und Nachteile dieses Systems.
Schlieflich werden die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse diskutiert. Im
Anhang ist ausflihrlich dargestellt, was tiber die zugehorigen Proteine voller Linge
der neu identifizierten Rev-interagierenden Faktoren in der Literatur bekannt ist
(sieche 5.1 und 5.2). Die Ergebnisse dieser Arbeit werden interpretiert und Mog-
lichkeiten fir kiinftige Experimente abgeleitet. Den Schluf8 bilden die Zusammen-
fassung und ein Ausblick auf mogliche zukiinftige Untersuchungen.

4.1 Diskussion der Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, neue Rev-interagierende zelluldre Proteine zu finden, die
mit Rev moglichst direkt und stark interagieren sollen (siehe 1.4). Proteine, die
Rev starker binden als die fiir die Rev-Funktion notigen zelluldren Faktoren oder
weitere Rev-Molekiile (Rev-Oligomerisierung) werden mit grofler Wahrschein-
lichkeit Rev sequestrieren, somit Rev bei der Ausiibung seiner Funktion im viralen
Replikationszyklus behindern und sich so inhibitorisch auf die HIV-Replikation
auswirken. Ein solcher Faktor konnte eventuell einen Kandidaten fiir ein zukiinfti-
ges HIV-Therapeutikum darstellen. Nun gibt es aber schon eine Reihe verschie-
dener HIV-Therapeutika und mit der HAART Therapie etablierte Methoden der
antiviralen Medikation, siehe 1.3.1. Trotzdem besteht weiterhin grofler Bedarf
nach neuen antiviralen Strategien, da die gangige HIV-Therapie mit z.T. erhebli-
chen Nebenwirkungen verbunden ist und es multiresistente Virenstimme gibt, die
sich mit den vorhandenen Therapeutika nicht bekdmpfen lassen. Das HIV-Rev-
Protein nimmt eine zentrale Rolle im Replikationszyklus von HIV ein (siehe 1.1.6,
1.2.1) und stellt so einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir antivirale Strategi-
en dar. Zur Zeit gibt es jedoch keine etablierte HIV-Therapie, die am HIV Rev-
Protein ansetzt. Daher ist es ein Ziel dieser Arbeit, zellulare Proteine zu finden,
die potentiell eine hemmende Wirkung auf Rev ausiiben. Da es sich dabei um
zelluldre Proteine oder Fragmente hiervon handelt, ist die Wahrscheinlichkeit,
dall diese Proteine toxisch sind, sehr gering im Gegensatz zu z.B. synthetischen
chemischen Wirkstoffen. Des weiteren wiirden diese Proteine oder Fragmente

109



Diskussion

hiervon wahrscheinlich auch nicht immunogen wirken, da das Immunsystem
gegenlber diesen zelluldren Proteinen tolerant sein sollte.

Die Identifizierung neuer Rev-interagierender zelluldrer Proteine kann dariiber
hinaus dazu beitragen, Erkenntnisse tber die Virus-Wirt-Interaktion zu erhalten.
So gibt es noch offene Fragen im Replikationszyklus von HIV, z.B. die Frage, auf
welche Weise die virale RNA in das Viruspartikel gelangt. Die ldentifizierung
neuer zelluldrer Interaktionspartner fiir HIV-Proteine kann helfen, solche offenen
Fragen zu klaren.

Das bakterielle Zwei-Hybrid-System bietet die neuartige Moglichkeit, Rev-
interagierende Proteine zu identifizieren, die Rev mit hoher Wahrscheinlichkeit
direkt binden. Mit herkdmmlichen biochemischen Methoden oder dem Hefe-
Zwei-Hybrid-System werden Proteine gefunden, die sowohl direkte als auch
indirekte Interaktionspartner darstellen konnen. Die Verwendung des bakteriellen
Zwei-Hybrid-Systems ermoglicht die Zielsetzung aufzustellen, aus der sehr groflen
Anzahl verschiedener Proteine, die von einer cDNA-Bibliothek codiert werden,
solche Rev-interagierenden Proteine zu finden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit
Rev direkt binden (vgl. 4.2.2). Ob die so gefundenen Interaktoren auch tatsdchlich
in humanen Zellen direkt mit Rev interagieren kann zukiinftig mit entsprechenden
Experimenten (iberpriift werden. Der Vorteil direkter Interaktoren in therapeuti-
scher Hinsicht ist, dal$ sie direkt auf Rev einwirken ohne weitere Proteine, die bei
indirekter Interaktion zwischen Rev und dem neu identifiziertem Faktor vermitteln
(,Briicken-Proteine”), zu beeinflussen. So wiirden keine ungewollten und unkon-
trollierbaren Prozesse in der Zelle durch Beeinflussung des Briicken-Proteins
stattfinden. Weiterhin kann die Dosis eines Rev-interagierenden Proteins gesenkt
werden, wenn es direkt auf Rev einwirkt, also nicht erst alle Briicken-Proteine
binden mul} und erst dann indirekt auf Rev einwirkt.

Das Vorhaben, ein neues Rev-inhibitorisches Protein zu finden und keine chemi-
sche Substanz, die in der Regel leichter zu applizieren ist, stellt eine neuartige
Strategie dar. Antiviral wirkende chemische Substanzen verursachen oft eine
Reihe uniiberschaubarer toxischer Effekte und Nebenwirkungen, wenn sie nicht
alleine auf das eine Protein bzw. den Prozel3, das/den es zu blockieren gilt (wie
Rev), einwirken, sondern weitere zelluldre Prozesse beeinflussen (vgl. Nebenwir-
kungen bei der HAART Therapie, 1.3.1). Da Proteine in ihrer Struktur aul’eror-
dentlich komplex sein kdnnen ist es moglich, dall ein Rev-inhibitorisches Protein
eine besonders hohe Sperzifitat flir Rev besitzt, wenn dieses Protein nach dem
Schliissel-SchloB-Prinzip auf Rev exakt pafst. Das kann abgesehen vom moglichen
therapeutischen Einsatz eines solchen Proteins auch noch den Vorteil bieten, daf$
Rev durch ein solches Protein in seiner ganzen Linge gebunden und in seiner
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Struktur fixiert werden konnte. So wdre es eventuell moglich, Rev mit einem
solchen Rev-bindenden Protein zu co-kristallisieren und so die Gesamtstruktur
von Rev aufzukldren. Im Vergleich dazu bindet z.B. ein monoklonaler Antikorper
nur ein kleines Epitop auf der Oberfliche des Rev-Proteins und fixiert nicht
notwendigerweise die gesamte Struktur.

Daher wurde das bakterielle Zwei-Hybrid-System als Mittel, bei dem direkte und
starke Interaktionspartner flir Rev gefunden werden konnen, verwendet.

4.2 Verwendung eines bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems als
Mittel zur Identifizierung Rev-interagierender Faktoren

Das Ziel Rev-interagierende Proteine zu finden, die Rev moglichst direkt und mit
hoher Affinitdt binden sollen (siehe 1.4 und 4.1), wurde durch Verwendung eines
Zwei-Hybrid-Systems (4.2.1) in Bakterien (4.2.2) zum Screening einer humanen
fétalen cDNA-Bibliothek aus Gehirn (4.2.3) verfolgt. Nur im bakteriellen System
sind die Wechselwirkungen zwischen den gefundenen Interaktionspartnern mit

hoher Wahrscheinlichkeit direkt, und die Interaktionsstarken sind quantifizierbar.

Nachfolgend werden die charakteristischen Eigenschaften des durchgefiihrten
cDNA-Screenings beschrieben und deren Eignung fiir die Zielsetzung diskutiert.

4.2.1 Zwei-Hybrid-System

Bei der Suche nach interagierenden Proteinen fiir ein bestimmtes Protein (in
diesem Fall Rev) ist das Screening einer cDNA-Bibliothek mit Hilfe eines Zwei-
Hybrid-Systems eine gdngige Vorgehensweise (Phizicky und Fields 1995). Beim
Zwei-Hybrid-System handelt es sich um ein genetisches System, siehe z.B. Fields
und Song (1989) und 2.3. Vorraussetzung fiir ein gutes Screening ist die Qualitit
der cDNA-Bibliothek, insbesondere deren Konstruktion (Stratagene, siehe 2.3.3)
und Praparation (siehe 2.3.4). Der groBe Vorteil des Zwei-Hybrid-Systems ist, daf$
es als genetisches System in der Lage ist, auch sehr selten im Gewebe vorkom-
mende Proteine als Interaktoren anzuzeigen. Im Gegensatz dazu ist man bei
einem biochemischen System zur Suche nach Interaktoren fiir ein interessierendes
Protein nur in der Lage, solche Proteine zu finden, die in ausreichenden Mengen
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exprimiert werden (Notwendigkeit der Detektion in SDS-PAGE und nachfolgender
Identifizierung — siehe z.B. Phizicky und Fields (1995)). Ein weiterer wesentlicher
Vorteil des Zwei-Hybrid-Systems im Vergleich zu nicht-genetischen Methoden ist,
dall die DNA-Sequenz eines Interaktors sofort verfligbar ist. Ein Nachteil des
Zwei-Hybrid-Systems ist, dals man nur Interaktionspartner identifizieren kann, die
als Fusionsproteine im Kontext des Zwei-Hybrid-Systems ,funktionieren”, d.h.
zum Beispiel fremde Proteine binden konnen und die Aktivitat der fusionierten
bakteriellen Doméanen nicht behindern.

4.2.2 Bakterielles System

Durch Screening einer humanen cDNA-Bibliothek auf Rev-Interaktoren in einem
bakteriellen System wird erreicht, daf§ die einzigen eukaryontischen bzw. viralen
Proteine, die exprimiert werden, die der cDNA-Bibliothek bzw. Rev sind. Da-
durch wird die Wahrscheinlichkeit erhoht, da® aus der cDNA-Bibliothek direkte
Rev-Interaktoren gefunden werden kénnen, da weitere humane zellulare Proteine,
die diese Interaktion Uberbriicken konnten, fehlen, siehe auch Hu et al. (2000).
Andererseits besteht theoretisch die Moglichkeit, dal die Interaktion zwischen
Rev und einem neu identifizierten interagierenden Protein durch ein bakterielles
Protein tiberbriickt wird. Dies mul$ durch Bestatigung der Interaktion im humanen
System ausgeschlossen werden, was fiir die beiden in dieser Arbeit gefundenen
neuen Rev-Interaktoren gelang (siehe 3.2.2).

Eine wichtige Vorraussetzung fir das Screening auf Rev-Interaktoren im bakteriel-
len System ist, dall Rev in Bakterien moglichst Struktur und Funktion wie in
humanen Zellen besitzt und dafl posttranslationale Modifikationen, wie sie in
humanen Zellen stattfinden kdnnen, wenn iberhaupt, eine untergeordnete Rolle
spielen. Es gibt in der Literatur eine Reihe von Hinweisen, dafl diese Vorausset-
zungen erfiillt sind. So konnten Fischer et al. (1994) zeigen dal rekombinant in
Bakterien hergestelltes und gereinigtes Rev-Protein nach Mikroinjektion in Xeno-
pus-Oocyten RRE-RNA zu exportieren vermag und damit wesentliche Funktionen
fir den viralen Kontext erfiillt. Des weiteren sind viele Studien zur Oligomerisie-
rung und RRE-Bindung von Rev mit rekombinantem Rev aus Bakterien durchge-
fihrt worden, siehe z.B. Daly et al. (1989); Zapp et al. (1991); Thomas et al.
(1998) oder Surendran et al. (2004), was zeigt, dal auch diese wichtigen Eigen-
schaften von Rev in Bakterien gegeben sind. Schliefllich sind mit Hilfe von re-
kombinantem bakteriellen Rev-Protein schon Rev-interagierende Proteine identifi-
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ziert worden, wie z.B. das B23-Protein (Fankhauser et al. 1991).

Das alles legt nahe, daRR der Versuch, neue Rev-Interaktoren zu finden, durch
Screening einer humanen cDNA-Bibliothek in Bakterien eine sinnvolle und
erfolgversprechende Vorgehensweise ist.

4.2.3 Humane fotale cDNA-Bibliothek aus Gehirn

Rev ist fiir seine Funktion auf die Interaktion mit einer Vielzahl zellularer Proteine
angewiesen, siehe z.B. Kjems und Askjaer (2000) und 1.2.1. Die Funktion von
Rev kann zelltyp-spezifisch moduliert sein. So zeigt Rev z.B. in Astrozyten eine
verringerte Funktion, und dementsprechend ist die HIV-Replikation in Astrozyten
vermindert, siehe z.B. Ludwig et al. (1999) und Brack-Werner (1999). Eine inhi-
bierende Eigenschaft des Rev-Imports ist im Zytoplasma von Astrozyten lokalisiert
und kann auf Rev-permissive Zellen iibertragen werden (Neumann et al. 2001),
was mit der Existenz eines Proteins im Zytoplasma von Astrozyten, das den Import
von Rev inhibiert, erklart werden konnte. Um ein solches oder andere Rev-
interagierende Proteine finden zu konnen, wurde eine cDNA-Bibliothek aus
Gehirn gescreent.

In fotalem Gewebe ist die Expression generell oft starker als in adultem Gewebe
(siehe z.B. Expressionsprofil von GST A4, im Anhang 5.1.5). Daher wurde eine
fotale cONA-Bibliothek verwendet.

4.3 Kritik des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems BacterioMatch
von Stratagene

Fur das Screening nach Rev-interagierenden Faktoren in einer cDNA-Bibliothek
aus humanem fotalen Gehirn wurde das bakterielle Zwei-Hybrid-System Bacte-
rioMatch von Stratagene verwendet. Dies ist zur Zeit das einzige kommerziell
verfligbare bakterielle Zwei-Hybrid-System.
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4.3.1 Vorteile des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems Bacterio-
Match von Stratagene

Dieses System bietet eine Reihe von Vorteilen. Zunachst erlaubt nur das bakteriel-
le System mit grofSer Wahrscheinlichkeit direkte Rev-Interaktoren zu finden, siehe
4.2. Weiterhin ermoglicht das BacterioMatch-System, die Screening-Bedingungen
so anzupassen, dal$ vor allem stark bindende Rev-Interaktoren gefunden werden
konnen (siehe 3.1.2). Die Interaktionsstdrke der beiden Interaktoren ist mit einem
(-Galactosidase-Assay leicht zu quantifizieren (siehe 3.2.1.1), da die Reporterak-
tivitat zur Starke der Interaktion von Bait und Target proportional ist (Shaywitz et
al. 2002; Dove et al. 1997).

Ein weiterer Vorteil des BacterioMatch-Systems ist die Moglichkeit, viel groRere
cDNA-Bibliotheken zu screenen als dies z.B. mit dem Zwei-Hybrid-System aus
Hefe moglich ist. Der Grund hierfiir liegt in der hohen Transformations-Effizienz
von Bakterien (10” im Vergleich zu 10° in Hefe — siehe Joung (2001) und Joung et
al. (2000)). Bedingt durch deren Konstruktion ist das Screening einer moglichst
grollen cDNA-Bibliothek von Vorteil. Die mRNA eines Gewebes ist durch die 3’
PolyA-Sequenz charakterisiert. Der erste Strang der cDNA wird mit Hilfe eines
Oligo-dT-Primers in 3’ -> 5’ Richtung synthetisiert (siehe auch 2.3.3) und bricht
zuféllig in der mRNA-Sequenz ab. Dadurch wird die Lange der cDNA bestimmt.
Die fertige cDNA wird in das Target-Plasmid einkloniert, wobei die cDNA-
Sequenz an das 3’ Ende des RNA-Polymerase a Gens angehdngt wird. Je nach-
dem an welcher Stelle der Abbruch der Synthese des ersten Stranges der cDNA
erfolgte, werden von dieser cDNA im Target-Plasmid unterschiedliche Proteine
exprimiert, sieche Abbildung 33. Das von der template mMRNA im Gewebe expri-
mierte Protein bzw. ein Fragment hiervon kann von der cDNA im Target-Plasmid
codiert werden, falls der Abbruch der Synthese des ersten Stranges der cDNA im
codierenden Bereich (ORF = open reading frame) so erfolgte, dall die cDNA-
Sequenz im richtigen Leserahmen vorliegt, siehe Abbildung 33 b. Allerdings wird
dieses von der cDNA exprimierte Protein im Vergleich zum Protein des Gewebes
in den meisten Fallen aminoterminal verkiirzt sein, da der Abbruch der Synthese
des ersten Stranges der cDNA in den seltensten Fallen zufallig genau beim Start-
ATG erfolgt. Falls der Abbruch im 5’-untranslatierten Bereich (leader) erfolgte,
kann von der cDNA ein Protein exprimiert werden, das dem von der template
mRNA im Gewebe exprimierte Protein entspricht, wobei diesem aber Aminosdu-
ren, die von der Translation des 5’-untranslatierten Bereichs stammen, voran
gehen. Das ist jedoch nur moglich, wenn die cDNA-Sequenz im richtigen Lese-
rahmen vorliegt, und sich im 5’-untranslatierten Bereich keine Stop-Codons
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befinden, siehe Abbildung 33 c. In allen anderen Fallen codiert die cDNA nicht
fir das von der template mRNA im Gewebe exprimierte Protein oder Teile hier-
von. Da also nur ein Teil der in einer cONA-Bibliothek vorhandenen cDNAs das
Protein, das dem von der zugehorigen template mRNA im Gewebe exprimierten
Protein oder Teilen hiervon entspricht, exprimieren konnen, ist es wiinschenswert,
eine moglichst grofle cDNA-Bibliothek durchsuchen zu kénnen. Dafiir ist das
bakterielle System mit seiner hohen Transformations-Effizienz besonders geeignet.

mRNA TG STOP

| | |

5’ untranslatierter
Bereich

ORF

3’ untranslatierter

Bereich

(open reading frame)

polyA Region
|

cDNA

oligo dT Primerl

a) | ; )

b) ——=— I 1

ATG STOP
C) ! ———— i |

Abbildung 33: Schematische Darstellung der mRNA-Bereiche, die in der cDNA-Bibliothek
reprasentiert sind. a) die cDNA reicht nur in den 3’ untranslatierten Bereich — daher ist keine
Expression des ORF méglich; b) die cDNA reicht in den ORF hinein — der ORF wird aber nur
korrekt exprimiert, wenn die cDNA im richtigen Leserahmen vorliegt; das von der cDNA expri-
mierte Protein wird dann aber in den meisten Féllen im Vergleich zum Protein, das vom ORF der
mRNA exprimiert wird, N-terminal verkiirzt sein; c) die cDNA reicht iiber den ORF hinaus in den
5’ untranslatierten Bereich — der ORF kann nur dann korrekt exprimiert werden, wenn die cDNA
im richtigen Leserahmen vorliegt und wenn sich im davor befindlichen Teil des 5" untranslatierten
Bereichs kein Stop Codon befindet; das von dieser cDNA exprimierte Protein hat im Vergleich
zum Protein, das vom ORF der mRNA exprimiert wird, am N-Terminus zusitzliche Aminosauren,
die von der Translation des vor dem ORF befindlichen Teils des 5" untranslatierten Bereichs
stammen.

Bei der BLAST-Analyse der neu gefundenen Rev-Interaktoren wurden die eben
beschriebenen Umstdnde beriicksichtigt. So wurde nicht nur die zum gefundenen
Interaktor gehdrende mMRNA Sequenz durch das Programm ,BLASTn” (Basic Local
Alignment Search Tool for nucleotides) ermittelt, sondern auch iber eine Suche
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mit Hilfe des Programms ,BLASTp” (Basic Local Alignment Search Tool for
proteins) kontrolliert, ob das vom pTRG-cDNA Plasmid exprimierte Protein dem
von der korrespondierenden mRNA exprimierten Protein entspricht und ob es im
humanen Proteom weitere Proteine gibt, die dem gefundenen neuen Rev-
Interaktor ahnlich sind (siehe 2.2.8).

Ein mogliches Problem, das aus dem Screening einer sehr groflen cDNA-
Bibliothek erwdchst, ist die Gefahr, dal$ falsch Positive in groBer Zahl auftreten,
wenn der Anteil der falsch Positiven nicht sehr niedrig gehalten werden kann.
Diese Gefahr wurde in dieser Arbeit minimiert, da der zu erwartende Anteil falsch
Positiver sehr genau bestimmt wurde und mit weniger als 0,006 % einen sehr
niedrigen Wert aufwies (siehe 3.1.2).

Die Moglichkeit, Proteine zu finden, die im Zwei-Hybrid-System in Hefe nicht
gefunden werden kénnen, da sie in Hefe toxisch sind oder schlecht exprimiert
werden, ist ein weiterer Vorteil des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems (Hu et al.
2000).

Aulerdem fallt im bakteriellen System die Notwendigkeit weg, die Zwei-Hybrid-
Fusionsproteine (iber eine Signalsequenz (NLS) in den Zellkern zu lokalisieren,
um dort das Reportergen aktivieren zu koénnen, was in allen eukaryontischen
Zwei-Hybrid-Systemen notwendig ist. Falls ein Protein, das von der cDNA expri-
miert wird, andere Signalsequenzen (wie z.B. ein NES) tragt, konnten beide
Signalsequenzen miteinander interferieren, so dafs das Reportergen nicht mehr
aktiviert werden kann (Joung et al. 2000).

4.3.2 Nachteile des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems Bacterio-
Match von Stratagene

Grundsatzlich besteht beim Screening auf Rev-Interaktoren mit Hilfe eines bakte-
riellen Systems die Gefahr, daly die in Bakterien exprimierten humanen Proteine
nicht den Proteinen in humanen Zellen gleichen und daher im bakteriellen Zwei-
Hybrid-System keine Interaktion zeigen. So werden in E. coli Proteine nicht
posttranslational modifiziert, wie z.B. durch Glykosylierung, und es ist auch
moglich, dald die Faltung der Proteine in Bakterien anders ist als die in humanen
Zellen. Wie schon in 4.2 erwdhnt, sind jedoch in der Literatur viele Falle be-
schrieben, in denen Rev als bakterielles rekombinantes Protein eingesetzt wurde,
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und mit einem solchen bakteriellen Rev-Protein sind auch schon Rev-Interaktoren
identifiziert worden. Daher erscheint der Einsatz von Bait-Rev im BacterioMatch-
System sinnvoll. Andererseits betrifft die Problematik, dal’ ein in Bakterien expri-
miertes humanes Protein sich moglicherweise anders verhdlt als das aus humanen
Zellen stammende Protein, natiirlich auch die Target-Proteine aus der cDNA-
Bibliothek. So ist es moglich, dald Rev-interagierende Proteine, die fiir die Interak-
tion z.B. auf posttranslationale Modifikationen angewiesen sind, im bakteriellen
System nicht gefunden werden konnen. Dies ist aber kein gravierender Nachteil,
da die vorliegende Arbeit keinen Anspruch erhebt, samtliche Proteine, die zur
Interaktion mit Rev fahig sind, finden zu kdnnen.

Die besonderen Gegebenheiten des BacterioMatch-Systems von Stratagene
bringen eine Problematik mit sich. So wird im Protokoll zum BacterioMatch-
System von Stratagene immer wieder eine mogliche Toxizitdt von Proteinen in E.
coli betont, insbesondere von Proteinen im Target-Kontext. Diese Toxizitdt konnte
auch durch personliche Beobachtungen bestatigt werden und kann mit Hilfe von
Abbildung 34 illustriert werden.

100
90
°
< 80
£
2 70
Z
® 60 ' Mohne IPTG
z W10 pM IPTG
g 50 1120 pM IPTG
g 0 50 UM IPTG
E 4 ' W150 pM IPTG
@ 30
>
2 20
°
 ul
10
0

pBT / pTRG pBT-Rev / pTRG pBT-Rev / pTRG-Rev

Abbildung 34: Illustration der Toxizitit anhand des Bakterienwachstums nach unterschiedlich
starker Induktion der Expression von Bait und Target durch verschiedene IPTG-Konzentrationen.
Erkldarung siehe Text.

In Abbildung 34 ist dargestellt, wie unterschiedliche IPTG-Konzentrationen sich
auf das Wachstum der Bakterien mit unterschiedlichen Bait-Target-
Kombinationen auswirken. BMI Zellen wurden mit den angegebenen Kombina-
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tionen an Bait- und Target-Plasmiden cotransformiert. Fiir jeweils eine Bait-Target-
Kombination wurden 5 Ansitze mit jeweils unterschiedlichen IPTG-
Konzentrationen von 0 bis150 yM IPTG jeweils mit gleicher Bakterienzahl inoku-
liert und nach ca. 14 Stunden Wachstum die OD(600) als Mal} fiir das Bakterien-
wachstum gemessen. Die OD(600) des Ansatzes ohne IPTG wurde jeweils auf
100 % gesetzt. In Abbildung 34 ist zu sehen, dall die Ansdtze pBT/pTRG und
pBT-Rev/pTRG, bei denen jeweils keine Bait-Target-Interaktion stattfinden kann,
bei hoheren IPTG-Konzentrationen (50 und 150 yM IPTG) ein deutlich vermin-
dertes Wachstum zeigen. Bei der Rev-Rev-Interaktion hingegen ist dieses deutli-
che Absinken des Wachstums nicht zu beobachten.

Da diese Toxizitdt vor allem bei Expression des Fusionspartners der Target-
Proteine, ndmlich der N-terminalen Region der RNA Polymerase a-Untereinheit
aus E. coli, auftritt, liegt es nahe, da diese in sich toxisch ist.

Abbildung 35 zeigt schematisch die Rolle der a-Untereinheit der RNA Polymerase
bei der Transkription in E. coli und die moglichen Auswirkungen der Manipulati-
on der a-Untereinheit im bakteriellen Zwei-Hybrid-System BacterioMatch. Die N-
terminale Region der RNA Polymerase a-Untereinheit bewirkt die Assemblierung
des vollstandigen funktionstiichtigen RNA-Polymerase-Komplexes am Promotor
(Ebright und Busby 1995). Die C-terminale Domédne der RNA Polymerase a-
Untereinheit bindet normalerweise bestimmte DNA-Sequenzen oberhalb
(upstream) des Promotors (Gourse et al. 2000) und wird von einer Reihe von
Transkriptions-Aktivatoren gebunden - siehe Abbildung 35, A, siehe z.B.
Hochschild und Dove (1998) oder Busby und Ebright (1999). Das fiihrt dazu, daf$
das RNA Polymerase Holoenzym eine Konformationsinderung erfdhrt, die
Transkription initiiert und den Promotor verldf8t, so dafs weitere RNA Polymerase
Komplexe dort assemblieren kénnen, siehe z.B. Rhodius und Busby (1998). Fiir
die Aktivierung der Transkription reicht es schon aus, wenn die RNA Polymerase
a-Untereinheit die DNA kontaktieren kann (Hochschild und Dove 1998). Darauf
basiert das Prinzip des BacterioMatch-Systems. Target-Proteine enthalten nur die
N-terminale Region der RNA Polymerase a-Untereinheit und kénnen die Assem-
blierung der RNA Polymerase am Promotor bewirken, was aber lediglich eine
niedrige Basal-Transkription bewirkt. Erst wenn eine Interaktion mit einem Bait-
Protein stattfinden kann, wird tiber dessen DNA-Bindedoméne die DNA-Bindung
erfolgen und die Transkriptionsrate stark erhoht werden — Abbildung 35, C (siehe
auch 2.3 und Dove et al. (1997)).
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Abbildung 35: Vereinfachte schematische Darstellung verschiedener Aspekte der bakteriellen
Transkriptionsaktivierung. A: natiirliche Situation in Bakterien — der N-Terminus der a-
Untereinheit fiihrt zur Assemblierung des RNA-Polymerase Holoenzyms bestehend aus den
Untereinheiten B, f’, o und o am Promotor; ein bakterieller Transkriptionsaktivator, der iber den
C-Terminus der a-Untereinheit gebunden wird, steigert die Transkriptionseffizienz stark. B: eine a-
Untereinheit der RNA-Polymerase, bei der der C-Terminus entfernt wurde, wird zur Assemblierung
der RNA-Polymerase an bakteriellen Promotoren fiihren, ohne daf8 bakterielle Transkriptionsakti-
vatoren Einfluf auf die Transkription nehmen kdnnen — diese Situation liegt im BacterioMatch-
System vor, wenn ein beliebiges pTRG-Plasmid Uberexprimiert wird — sdmtliche bakteriellen
Promotoren kdénnen von solchen nicht aktivierbaren RNA Polymerase-Komplexen besetzt und
deren normale Transkription behindert werden, was zur Beeintrdchtigung des Wachstums
(,Toxizitat”) fihren wird. C: der Promotor des BacterioMatch Reporters enthdlt einen A-Operator
und wird vom A cl Repressor des Bait-Proteins gebunden — wenn Bait und Target miteinander
interagieren wird dies zum Abzug der RNA Polymerase Komplexe, deren a-Untereinheit vom
Target-Protein  stammt, von normalen bakteriellen Promotoren fiihren, die Bait-Target-Paare
werden hauptsdchlich an den Reporter-Promotor rekrutiert und aktivieren dort die Transkription
der Reportergene. Auf diese Weise ist das Wachstum von Bakterien mit nicht interagierenden Bait-
Target-Kombinationen beeintrdchtigt, wohingegen Bakterien mit einem interagierenden Bait-
Target Paar kaum im Wachstum beeintrédchtigt sein sollten — vgl. Abbildung 34.

Target-Fusionsproteine werden aber auch zur Assemblierung von RNA Polymera-
se Komplexen an samtlichen E. coli Promotoren fiihren. Die Transkription von
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diesen E. coli Promotoren ist aber beeintrachtigt, da die RNA Polymerase a-
Untereinheit aufgrund des Fehlens des C-Terminus keine Kontakte zur DNA
herstellen oder Transkriptionsaktivatoren binden kann, siehe Abbildung 35, B.
Das wird bewirken, dafs samtliche Transkriptionsvorgdnge in E. coli nicht optimal
ablaufen koénnen und zu einer Wachstumsverzdgerung fiihren (,Toxizitat”).
Dieses Phanomen wird um so starker ausgepragt sein, je mehr Target-Proteine in
der Bakterienzelle vorliegen, da endogene vollstindige RNA Polymerase a-
Untereinheiten durch RNA Polymerase oa-Untereinheiten ohne C-terminale
Domane, die von den Target-Proteinen stammen, verdrangt werden. Es ist also
eine zunehmende Wachstumshemmung mit steigender IPTG-Konzentration (mehr
Target-Molekiile pro Bakterienzelle) zu erwarten, siehe Abbildung 34. Allerdings
sollten Target-Molekiile in der Bakterienzelle weggefangen werden, wenn sie mit
Bait-Molekiilen interagieren. Die Target-Molekiile werden bei Bait-Target-
Interaktion an den Reporter-Promotor dirigiert (Abbildung 35, C) und konnen
dann die normalen E. coli Promotoren nicht mehr ,blockieren” (Abbildung 35, B).
Es ist also bei Bait-Target-Interaktion mit einer verringerten Toxizitdt zu rechnen
(siche Abbildung 34, Ansatz pBT-Rev/pTRG-Rev). Dieser eben beschriebene
Prozel® wird dazu fiihren, dal$ bei einem cDNA-Screening das Wachstum von
Interaktoren noch akzentuiert wird.

Eine weitere Art von Toxizitat ist die durch Expression rekombinanter humaner
Proteine direkt (unabhdngig von der N-terminalen Region der RNA Polymerase -
Untereinheit) in E. coli verursachte Toxizitat. Diese Toxizitat wird dazu fihren,
dall einige humane Proteine nicht in der cDNA-Bibliothek reprasentiert sind. Um
auch das Wachstum von Proteinen, die fir E. coli toxisch sind, zu erleichtern,
erfolgte die Inkubation bei Verwendung von LB-Medium bei 30 °C.

Ein weiterer Nachteil des BacterioMatch-Systems ist, dal die Reporter-
Bakterienzellen nicht fiir die Verwendung humaner Codons optimiert sind. So
konnten humane cDNAs, die in E. coli selten benutzte Codons enthalten, schlecht
im BacterioMatch-System exprimiert werden, siehe Sharp und Bulmer (1988) und
Grosjean und Fiers (1982), und damit zu einer Unterschdtzung der Interaktions-
starke fiihren bzw. den Reporter eventuell gar nicht mehr aktivieren. Dieses
Problem hitte von der Firma Stratagene umgangen werden konnen, indem ein
Bakterienstamm verwendet worden ware, der zusatzliche tRNAs enthilt, die in E.
coli seltene Codons erkennen. Allerdings werden solche Bakterienstimme in der
Regel fiir die Reinigung rekombinanter Proteine eingesetzt, wenn diese rekombi-
nanten Proteine in grollem Malle Uberexprimiert werden (Kleber-Janke und
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Becker 2000). Moglicherweise ist das Fehlen seltener humaner Codons im Repor-
terstamm des BacterioMatch-Systems kein gravierender Nachteil, da hier eine
Expression der Bait- und Target-Proteine auf relativ niedrigem Niveau ausreicht,
um die Transkription der Reportergene zu aktivieren. So sind die pBT- und pTRG-
Plasmide jeweils low-copy-Plasmide und die Induktion der Bait- und Target-
Expression mit 20 uM IPTG ist ebenfalls eher moderat (siehe 3.1.2)

4.4 Die neu identifizierten Rev-interagierenden Proteine

4.4.1 B1-1 und GST A4

Beim Screening einer humanen cDNA-Bibliothek aus foétalem Gehirn wurde der
Faktor B1-1 als neuer Rev-Interaktor entdeckt (siehe Ergebnisse 3.1.3). Das zu
B1-1 gehorende Protein voller Lange ist Glutathion-S-Transferase A4 (GST A4).
B1-1 entspricht den Aminosduren 42 bis 222 von GST A4. Im Anhang sind
Informationen aus Literatur und Internetdatenbanken zu GST A4 zusammenge-
stellt (siehe 5.1).

Glutathion-S-Transferase A4 besitzt als Enzym die Eigenschaft elektrophile Mole-
kile, die fur die Zelle schadlich sein konnen, als Substrat zu binden, an Glutathi-
on zu konjugieren und somit unschadlich zu machen, vgl. 5.1.1 und 5.1.3, siehe
z.B. Bruns et al. (1999). Darlber hinaus vermag GST A4 weitere potentiell toxisch
wirkende Molekiile Gber die Ligandin-Funktion zu binden, vgl. 5.1.10, und so
eine mogliche toxische Wirkung durch diese Molekiile zu verhindern, siehe z.B.
Sayed et al. (2002). GST A4 liegt als Dimer in der Zelle vor, vgl. 5.1.9, siehe z.B.
Armstrong (1997).

4.4.1.1 Interaktion von B1-1 und GST A4 mit Rev

Beim Screening der cDNA-Bibliothek mit dem bakteriellen Zwei-Hybrid-System
sind die Kolonien, die B1-1 reprasentieren, schnell auf Agarplatten mit stringenten
Wachstumsbedingungen gewachsen und stellten einen Grofsteil der beim Scree-
ning auf Anreicherungsplatte 1 gewachsenen Kolonien dar (siehe Tabelle 4). Dies
liel darauf schliefen, dald es sich bei B1-1 mit groBer Wahrscheinlichkeit um
einen Rev-Interaktor, der Rev (zumindest im bakteriellen System) mit hoher
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Affinitdt bindet, handelt. Tatsdchlich zeigten die Ergebnisse aus 3.2.1.1, dafl im
bakteriellen Zwei-Hybrid-System B1-1 deutlich starker mit Rev interagiert als Rev
mit sich selbst (siehe Abbildung 18).

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen im bakteriellen System interagiert B1-1
auch im humanen System (hier reprasentiert durch Hela-Zellen) mit Rev, siehe
Ergebnisteil 3.2.2. So zeigt B1-1 eine sehr deutliche Co-Lokalisation mit Rev
(siehe 3.2.2.1) und kann zusammen mit Rev bei der Co-Immunoprdzipitation
gefdllt werden (siehe 3.2.2.2). Damit ist in mehreren Systemen unabhdngig
voneinander die Interaktion von B1-1 mit Rev gezeigt worden. So ist die Interakti-
on nicht nur in bakteriellen und menschlichen Zellen bestétigt worden, sondern
auch durch qualitativ unterschiedliche Methoden: im genetischem System durch
das bakterielle Zwei-Hybrid-System, im biochemischen System durch die Co-
Immunoprazipitation und im mikroskopischen in-vivo System durch die Co-
Lokalisation.

Im Gegensatz dazu interagiert GST A4 weder in bakteriellen noch in humanen
Zellen mit Rev. So vermag GST A4 die Reporteraktivitit zusammen mit Rev im
BacterioMatch-System nicht wesentlich tber die basale Reporteraktivitdt zu
steigern (siehe Abbildung 19). Ebenso ist weder eine Co-Lokalisation noch Co-
Immunoprazipitation mit Rev zu beobachten (siehe 3.2.2.1 und 3.2.2.2).

Fir diesen Unterschied zwischen B1-1 und GST A4 hinsichtlich der Interaktion
mit Rev gibt es theoretisch folgende Moglichkeiten:

1. Das Fehlen der Interaktion mit Rev im bakteriellen System konnte dadurch
zustande kommen, da8 das Gen fiir GST A4 im 5’-Bereich einige Codons enthilt,
die selten in E. coli sind (Nilsson und Mannervik 2001). Demzufolge ware es
moglich, dall GST A4 schlecht im bakteriellen Zwei-Hybrid-System exprimiert
wird und eventuell den Reporter nicht aktivieren kann, siehe 4.3.2. Da aber auch
in humanen Zellen keine Interaktion von GST A4 mit Rev zu beobachten ist,
scheidet diese Moglichkeit aus.

2. Das Fehlen der Interaktion von GST A4 mit Rev kann moglicherweise tber die
Struktur des GST A4 Proteins erklart werden. So konnten die in B1-1 fehlenden

ersten 41 Aminosduren eine Interaktion mit Rev verhindern, vgl. 5.1.
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Die Struktur von GST A4 ist bekannt (Bruns et al. 1999). Abbildung 36 zeigt die
dreidimensionale Struktur von GST A4 und B1-1, basierend auf der PDB Datei
1GUL. Die ersten 41 Aminosduren wurden dabei aus der Struktur von GST A4
herausgeldscht und so die Struktur von B1-1 konstruiert. Dieses Vorgehen basiert
auf der Annahme, daf8 die Faltung des tbrigen Proteins groftenteils unabhangig
von den ersten 41 Aminosduren erfolgt. Ob diese Annahme der Realitdt ent-
spricht, kann letztendlich nur durch Kristallisation von B1-1 geklart werden. Es ist
jedoch wahrscheinlich, dall zumindest der C-Terminus, der durch die in
Abbildung 36 rechte globulare Halfte reprasentiert wird, sich groftenteils unab-
hdngig vom Rest des Proteins falten kann. Lediglich die Stabilitat und Ausbildung
der C-terminalen a9 Helix, die Kontakte zum N-Terminus herstellt (vgl. 5.1.6),

wird wahrscheinlich durch das Fehlen der ersten 41 Aminosauren in B1-1 beein-
flullt.

Die Tatsache, dafs Rev mit B1-1 interagiert, nicht aber mit GST A4, kann mit
folgender Hypothese erklart werden: Die ersten 41 Aminosduren blockieren den
Zutritt von Rev zu GST A4. Die Bindung von Rev erfolgt vermutlich einerseits in
einem Bereich von GST A4, der an der Bindung von Glutathion beteiligt ist, siehe
5.1.6. Andererseits sind an der Bindung von Rev zusdtzlich wahrscheinlich
Bereiche von GST A4 beteiligt, die zwischen N- und C-terminaler Halfte liegen
(linke und rechte globuldre Halfte von GST A4 in Abbildung 36) und normaler-
weise eine Rolle bei der Dimerisierung (siehe 5.1.9) und Ligandin-Funktion
(5.1.10) spielen und mit Teilen der Bindestellen fiir das elektrophile Substrat (H-
sites, vgl. 5.1.7) Uberlappen. Aus der in Abbildung 36 dargestellten hypotheti-
schen B1-1 Struktur wird ersichtlich, da® durch Deletion der ersten 41 Aminosau-
ren dieser eben beschriebene Bereich zuganglich wird und Rev vermutlich in
diesem Bereich mehrere Kontakte mit B1-1 eingeht. Es mul} beachtet werden, dafd
Rev viel grofer ist als ein normales Substrat fiir die Enzym-Funktion von GST A4,
wie 4-HNE (vgl. 5.1.1 und 5.1.7) und auch groler als ein Molekiil, das normaler-
weise Uber die Ligandin-Funktion von GST A4 gebunden wird (vgl. 5.1.10). Rev
ist mit 116 Aminosduren ca. halb so grol$ wie GST A4 mit 222 Aminosduren.
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GST A4 .

S s

Abbildung 36: Dreidimensionale Struktur von GST A4 und B1-1. Die Strukturen basieren auf der
PDB Datei TGUL und wurden dargestellt mit dem Programm iMol. Rot dargestellte Bereiche
reprasentieren a-Helices, R-Faltblattstrukturen sind blau dargestellt. Die Struktur von B1-1 wurde
konstruiert, indem die N-terminalen Aminosauren bis inklusive aa 41 aus der Struktur von GST A4
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herausgeldscht wurden. Mit ,GSH” ist Glutathion bezeichnet. Mit ,N“ bzw. ,C” sind jeweils der
N- bzw. C-Terminus der Proteine bezeichnet.

Das Fehlen der ersten 41 Aminosduren in B1-1 im Vergleich zu GST A4 wird sich
wahrscheinlich auch auf die Fahigkeit, Glutathion und elektrophile Substrate zu
binden, auswirken (vgl. 5.1.6, Tabelle 8). So kann vermutet werden, dals B1-1
Glutathion deutlich schlechter als GST A4 oder gar nicht mehr binden kann, da 3
wichtige Aminosduren von insgesamt 11 Aminosduren, die an der Bindung von
Glutathion beteiligt sind, fehlen, siehe Bruns et al. (1999). Insbesondere fehlt in
B1-1 dabei Tyr9, das das Schwefel-Atom in der Thiol-Gruppe von Glutathion fir
den nukleophilen Angriff durch das Substrat aktiviert, siehe Armstrong (1997); vgl.
5.1.8. Ebenso fehlen wichtige Aminosauren der Bindestellen fir das elektrophile
Substrat, so dal¥ vermutet werden kann, dald das fir GST A4 normale elektrophile
Substrat 4-HNE (4-Hydroxynon-2-enal) nicht mehr gebunden werden kann oder
die Spezifitdt fir dieses Substrat verloren gegangen ist, siche Nilsson et al. (2000);
vgl. 5.1.7 und Tabelle 8. Daher kann vermutet werden, daf B1-1 wahrscheinlich
keine zu GST A4 vergleichbare enzymatische Aktivitat besitzt. Diese Vermutung
kann zukdiinftig durch entsprechende Experimente tiberpriift werden.

4.4.1.2 Zur Untersuchung der Interaktion verschiedener Domdnen
von B1-1 / GST A4 mit Rev

B1-1 wurde urspriinglich als Rev-interagierendes Protein durch Screening einer
cDNA-Bibliothek aus humanem fotalen Gehirn identifiziert. Um genauer zu
untersuchen, welche Bereiche in B1-1 fiir diese Interaktion verantwortlich sind,
wurde B1-1 in drei Fragmente unterteilt. Grundlage fiir diese Unterteilung waren
die bekannte Sekundarstruktur (vgl. 5.1.6, Abbildung 45) und Tertidrstruktur (siehe
Abbildung 36) des Proteins GST A4 (Bruns et al. 1999), von dem B1-1 die Amino-
sduren 42 bis 222 darstellt. Dabei wurde die Annahme zugrundegelegt, dafl das
Fehlen der ersten 41 Aminosduren die Struktur des lbrigen Proteins nicht wesent-
lich beeinflufRt (sieh 4.4.1.1). Die Gesamtstruktur von GST A4 ist charakterisiert
durch zwei strukturelle Domanen, dem N-terminalen und C-terminalen Bereich
(vgl. 5.1.6). Diese beiden Bereiche bilden in der Gesamtstruktur zwei globuldre
Bereiche, die miteinander verbunden sind (siehe Abbildung 36). Wahrscheinlich
kénnen sich beide Bereiche unabhédngig voneinander falten (vgl. 5.1.6). Es wur-
den daher die beiden Fragmente GST A4 aa 42 bis 81, das dem N-terminalen
Bereich (vgl. 5.1.6, Abbildung 45) bzw. der linken globuldaren Halfte in Abbildung
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36 entspricht, und GST A4 aa 82 bis 222, das dem C-terminalen Bereich bzw. der
rechten globuldren Halfte in Abbildung 36 entspricht, gewdhlt. In dem Bereich
zwischen diesen beiden Halften liegen Aminosduren, die fiir die Dimerisierung
von GST A4 wichtig sind (vgl. 5.1.9) und auch vermutlich bei der Ligandin-
Funktion (vgl. 5.1.10) eine Rolle spielen. Als dritter Bereich GST A4 aa 42 bis 112
wurde ein im Vergleich zum N-terminalen Fragment vergroferter Bereich ge-
wahlt, der den Bereich des C-Terminus enthdlt, der dem N-Terminus gegeniiber-
liegt (ndmlich die gesamte a4 Helix, vgl. 5.1.6, Abbildung 45). Abbildung 37
zeigt die hypothetische Struktur der gewdhlten Fragmente im Kontext des B1-1

Proteins.

GST A4 aa 4?2 bis 81 GST A4 aa 42 bis 112

Abbildung 37: Illustration der Fragmente von GST A4, die auf Interaktion mit Rev getestet
wurden. Die Strukturen wurden dargestellt mit dem Programm iMol und basieren auf der PDB
Datei 1GUL, wobei die ersten 41 Aminosduren von GST A4 herausgeldscht wurden (vgl.
Abbildung 36). Dargestellt ist jeweils die gesamte hypothetische B1-1 Struktur; die bezeichneten
Aminosdurebereiche, die den konstruierten Fragmenten entsprechen, sind gelb dargestellt.
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Das Resultat des Tests auf Interaktion dieser drei Bereiche von GST A4 mit Rev
mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems war, dal keiner dieser Bereiche
alleine mit Rev interagieren kann, siehe 3.2.1.3. Dieses Ergebnis ist fiir alle
Fragmente eindeutig, und es gibt fiir keinen dieser Bereiche eine zumindest
malige Reporteraktivierung, die darauf hindeuten wiirde, dal$ einem Fragment fr
die Interaktion mit Rev besonders wichtige Bereiche zugeschrieben werden

konnen.

Die Tatsache, dal$ weder Fragmente von Rev (3.2.1.2) noch Fragmente von B1-1
(3.2.1.3) eine starke Interaktion zwischen Rev und B1-1 ermdoglichen, unterstiitzt
die Hypothese, dall Rev an mehreren Stellen Kontakte mit B1-1 eingeht. Rev
wiirde auf diese Weise wahrscheinlich in seiner gesamten Struktur stabilisiert.
Daher konnte vermutlich Rev zusammen mit B1-1 co-kristallisiert werden. So
werden Glutathion-S-Transferasen in der Kristallographie verwendet, um durch
Co-Kristallisation Strukturen von Proteinen aufzuklaren, die sich alleine nicht
kristallisieren lassen (Lim et al. 1994), vgl. 5.1.2.

4.4.1.3 Zur Untersuchung der Fahigkeit von B1-1 zur Bildung von He-
terodimeren mit GST A4

GST A4 kann Dimere bilden (vgl. 5.1.9), und zwar Homodimere oder Heterodi-
mere mit einem anderen Vertreter der a-Klasse GSTs, wie GST A1 (Armstrong
1997). Daher stellt sich die Frage, ob auch B1-1 in der Lage ist, Dimere zu bilden.
Dies ist besonders interessant, wenn B1-1 in therapeutischer Absicht eingesetzt
werden sollte, da die Moglichkeit besteht, dall es mit endogen in humanen Zellen
vorhandenem GST A4 Heterodimere bilden konnte. Diese B1-1/GST A4 Hetero-
dimere wirden sich vermutlich anders verhalten als natiirlich in den Zellen
vorkommende GST A4 Dimere. So konnte B1-1 eventuell endogene GST A4
Molekiile wegfangen und die normale Funktion von GST A4 beeintrdachtigen.

Die in 3.2.1.5 erhaltenen Ergebnisse zeigen jedoch, dal§ die Interaktionsstdrke von
GST A4 mit einem weiteren Molekll GST A4 im bakteriellen Zwei-Hybrid-System
ca. doppelt so grol’ ist wie die Interaktionsstiarke mit einem B1-1 Molekdl, siehe
Abbildung 27. B1-1 hat aber eine sehr viel starkere Tendenz, Rev-Molekiile zu
binden — die Interaktionsstarke B1-1/Rev ist ca. zehnfach groler als die Interakti-
onsstirke B1-1/GST A4. Das bedeutet, dals therapeutisch in humane Zellen
eingebrachte B1-1 Molekiile eher Rev-Molekiile als endogenes GST A4 binden
wiirden — unter der Vorraussetzung, dafs die Interaktionsstirken in humanen
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Zellen sich dhnlich wie in bakteriellen Zellen verhalten. Falls aber doch endogene
GST A4 Molekiile durch B1-1 gebunden wiirden und dadurch deren Funktion
beeintrachtigt wiirde, kdnnte dieser Verlust vermutlich einerseits durch verstarkte
Expression des GST A4 Gens ausgeglichen werden, da die Expression von GST A4
bei Bedarf gesteigert werden kann, siehe z.B. Velichkova und Hasson (2005) und
vgl. 5.1.3. Andererseits konnten wahrscheinlich andere Glutathion-S-Transferasen
teilweise die Funktion von GST A4 Ubernehmen, da Glutathion-S-Transferasen
uberlappende Substratspezifititen haben, was sich auch in GST A4 knockout
Mdausen zeigte, siehe z.B. Hayes et al. (2005). (Diese GST A4 knockout Mause
sind phanotypisch weitgehend unauffdllig, sind aber im Vergleich zu wildtyp
Mausen anfdlliger fur bakterielle Infektionen und beeintrdachtigt im Schutz der
Zelle z.B. gegen starken oxidativen Stref3, siehe z.B. Engle et al. (2004); Dwivedi
et al. (2006).)

Das Ergebnis, da8 B1-1 nur eine relativ schwache Tendenz hat, GST A4 Molekiile
zu binden, kann auch aus der Struktur des Dimer-Interfaces abgeleitet werden,
vgl. 5.1.9. So ist zwar Phe52, das eine sehr wichtige Rolle bei der Ausbildung
eines Dimers spielt, in B1-1 prasent. Es fehlen aber eine Reihe der das Dimer
stabilisierender Aminosduren, wie Tyr9, Arg15 und vor allem Trp20, vgl. 5.1.9.

4.4.2 B2-92 und VPS 28

Als zweiter neuer Rev-interagierender Faktor wurde beim Screening einer huma-
nen cDNA-Bibliothek aus fotalem Gehirn B2-92 entdeckt (siehe Ergebnisse 3.1.3).
Das zu B2-92 gehorende Protein voller Lange ist Vacuolar Protein Sorting 28
(VPS 28). B2-92 entspricht den Aminosduren 17 bis 222 von VPS 28. Im Anhang
sind Informationen aus Literatur und Internetdatenbanken zu VPS 28 zusammen-
gestellt (siehe 5.2).

Das Protein VPS 28 ist Teil des ESCRT-I Komplexes, siehe z.B. Kostelansky et al.
(2006), der v.a. am Transport ubiquitinierter Proteine in das Endosom beteiligt ist,
vgl. 5.2. Zu dieser bei Eukaryonten sehr konservierten Transportmaschinerie
gehoren die Proteinkomplexe ESCRT-I, -Il und -Ill, die sequentiell miteinander
interagieren, sowie weitere akzessorische Proteine, siehe z.B. Slagsvold et al.
(2006). Die ESCRT-Komplexe spielen ebenfalls eine wichtige Rolle beim Abknos-
pen (Budding) einiger Viren, darunter HIV, aus infizierten Zellen, siehe z.B.
Pornillos et al. (2002b), vgl. 5.2.5.
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4.4.2.1 Interaktion von B2-92 und VPS 28 mit Rev

Die in 3.2.1.1 erhaltenen Ergebnisse zeigen, dafs sowohl B2-92 als auch das
zugehorige Protein voller Lange VPS 28 im bakteriellen Zwei-Hybrid-System mit
Rev interagieren (sieche Abbildung 20). Dabei ist die im [-Galactosidase-Assay
gemessene Interaktionsstarke von VPS 28 mit Rev etwas geringer (siehe Abbildung
26 — ca. 70 %) als die von B2-92 mit Rev. Im direkten Vergleich interagiert B2-92
starker mit Rev als Rev mit sich selbst, siehe Abbildung 18.

Die im bakteriellen System erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich der Interaktion von
B2-92 und VPS 28 mit Rev konnten auch im humanen System mit Hela Zellen
bestatigt werden. So co-lokalisieren sowohl B2-92 als auch VPS 28 mit Rev (siehe
3.2.2.1), und beide Faktoren kdnnen jeweils zusammen mit Rev bei der Co-
Immunoprazipitation gefdllt werden (siehe 3.2.2.2).

Auf diese Weise konnte fiir B2-92 und VPS 28 in mehreren Systemen unabhangig
voneinander die Interaktion mit Rev gezeigt werden. Die Interaktion ist also auch
fir diese Faktoren nicht nur in bakteriellen und menschlichen Zellen bestatigt
worden, sondern auch durch qualitativ unterschiedliche Methoden: im bakteriel-
len Zwei-Hybrid-System als genetisches System, mit der Co-Immunoprazipitation
als biochemisches System und mit der Co-Lokalisation als mikroskopisches in-vivo
System.

4.4.2.2 Zur Untersuchung der Interaktion verschiedener Domdnen
von VPS 28 mit Rev

Um die mit Rev interagierenden Domédnen in VPS 28 genauer einzugrenzen
wurden insgesamt drei Fragmente von VPS 28 erzeugt (siehe Abbildung 25; diese
Fragmente sind in Abbildung 55 in die Primarstruktur eingezeichnet, vgl. 5.2.6).
Das N-terminale Fragment, in Abbildung 55 blau dargestellt, entspricht dem N-
terminalen Teil von VPS 28, der an der Bildung des ESCRT-I Core beteiligt ist, vgl.
5.2.3. Der griin markierte Teil entspricht dem C-terminalen Teil von VPS 28, der
in seiner Struktur flexibel ist, aus dem ESCRT-I Core herausragt und den ESCRT-II
Komplex kontaktiert, vgl. 5.2.3. Der mittlere Teil, der in Abbildung 55 rot markiert
ist, verbindet beide Halften. Bei der Wahl der Fragmente wurden Sekundarstruktu-
ren, sofern sie bekannt sind, und konservierte Bereiche berticksichtigt.
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Mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems wurden diese drei Bereiche von
VPS 28 jeweils auf Interaktion mit Rev getestet, siehe 3.2.1.4, und die Interakti-
onsstarken mittels des R-Galactosidase-Assays quantifiziert. Als Referenz fir die
Interaktionen mit Rev wurden ebenfalls B2-92 und VPS 28 untersucht. Von den
getesteten VPS 28 Fragmenten zeigte nur das N-terminale Fragment VPS 28 aa 2 -
123 eine Interaktion mit Rev, die sogar in ihrer Interaktionsstarke mit ca. 130 %
deutlich Uber der Stiarke der Interaktion von B2-92 mit Rev lag. Des weiteren
erreichte VPS 28 nur knapp 70 % der Interaktionsstirke von B2-92, dem im
Vergleich zu VPS 28 die ersten 16 Aminosduren fehlen, mit Rev. Daraus kann
geschlossen werden, dald die ersten Aminosduren des N-Terminus nicht an der
Interaktion mit Rev beteiligt sind, sondern diese eher etwas beeintrachtigen. In
zukiinftigen Experimenten kann daher versucht werden den Rev-interagierenden
Bereich im N-Terminus weiter einzugrenzen.

Rev kontaktiert also VPS 28 in dem Bereich, der normalerweise VPS 37 und VPS
23, die anderen Untereinheiten des ESCRT-I Komplexes, bindet, siehe z.B.
Kostelansky et al. (2006), vgl. 5.2.3 und 5.2.4. Dieses Ergebnis kann in zweifacher
Hinsicht diskutiert werden: 1. die mogliche Bedeutung der Interaktion von VPS 28
mit Rev in einer HIV-infizierten Zelle; 2. die mogliche therapeutische Bedeutung
von VPS 28 Fragmenten.

4.4.2.2.1 Mogliche Bedeutung der Interaktion zwischen VPS 28 und
Rev in einer HIV-infizierten Zelle

Das VPS 28 Protein kann nicht nur in Bakterien mit Rev interagieren (siehe
3.2.1.1 und 3.2.1.4), sondern auch in humanen Zellen (siehe 3.2.2). Es stellt sich
also die Frage, ob diese Interaktion in HIV-infizierten Zellen von Bedeutung ist.
Wabhrscheinlich wird VPS 28 in Zellen, die normalerweise von HIV infiziert
werden, wie T-Zellen, Makrophagen, Dendritische Zellen usw., exprimiert. So
wird VPS 28 auch in Blut, Knochenmark, Lymphknoten, Milz und Thymus expri-
miert, vgl. Expressionsprofil von VPS 28 in Abbildung 56, 5.2.6. Zytoplasmati-
sches Rev wird in der infizierten Zelle also vermutlich von VPS 28 gebunden. Die
moglichen Konsequenzen sind in Abbildung 38 schematisch dargestellt und
werden im folgenden erldutert.
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Abbildung 38: Mdgliche Konsequenzen der Interaktion zwischen Rev und VPS 28. 1: Rev, das
nach der Synthese oder nach dem Export aus dem Zellkern im Zytoplasma vorliegt, wird von
VPS 28 gebunden. Ein Teil der Rev-Molekiile wird auf diese Weise eventuell sequestriert. Mogli-
cherweise ist die Bindung zwischen VPS 28 und Rev aber nicht stark genug, um den Transport
einiger Rev-Molekiile in den Zellkern zu verhindern. 2: Dann wird Rev RRE-haltige virale RNA aus
dem Zellkern exportieren. Die Interaktion mit Rev wird moglicherweise bewirken, da VPS 28
nicht mehr in den ESCRT-I Komplex integrieren kann. Ein nicht funktioneller ESCRT-I Komplex
hatte vor allem in T-Zellen zur Folge, daB die Bildung von Vakuolen mit lytischen Vesikeln (3) und
die Bildung der Vorstufen von MHC Klasse Il Kompartimenten (4) beeintrdchtigt ware; 5: falls die
Bindung von Rev aber nicht die Fihigkeit von VPS 28 behindert, die anderen Komponenten des
ESCRT-I Komplex zu kontaktieren, wiirde der ESCRT-I Komplex iiber VPS 28 Rev Molekiile
gebunden haben, die wiederum RRE-haltige virale RNA gebunden haben — gleichzeitig wiirde
tiber die VPS 23 Untereinheit von ESCRT-1 HIV Gag Protein gebunden werden; 6: das wiirde dazu
fihren, dall sich das HIV-Partikel mit Hilfe der ESCRT-Maschinerie an der Plasmamembran
zusammensetzen kann und Rev dabei die virale RNA in das Viruspartikel bringt (,Assembly-
Hypothese”); 7: vor dem endgiiltigen Assembly und Abknospen des Virus werden die Komponen-
ten der ESCRT-Maschinerie und Rev abgel6st.

In vielen Zelltypen ist die Gleichgewichts-Lokalisation von Rev nukledr/nukleolar
(siehe 1.2.1), wohingegen VPS 28 in der gesamten Zelle lokalisiert ist und der
Nukleolus eher ausgespart bleibt (siehe Abbildung 28, H). Daher wird zundchst
vermutlich nur ein kleiner Anteil der in der Zelle vorliegenden Rev-Molekiile
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durch VPS 28 gebunden. Mdoglicherweise wird ein Teil dieser Rev-Molekiile
durch VPS 28 sequestriert und so von einem Shuttling zurlick in den Kern bzw.
Nukleolus abgehalten. Rev hat in diesem Moment aber seine Funktion schon
erfillt und virale RRE-haltige mRNAs aus dem Kern transportiert, sieche 1.2.1.
Daher wird der durch Sequestrierung durch VPS 28 verursachte Verlust an Rev-
Molekiilen aus der Sicht des Virus wahrscheinlich vernachldssigbar sein, zumal
der grofite Anteil der Rev-Molekdile sich im Nukleolus befindet (siehe Abbildung
28, 1). Andererseits wird durch die Bindung von Rev vermutlich auch die normale
Funktion von VPS 28 beeintrachtigt, d.h. das Assembly im ESCRT-I Komplex und
die Kontaktierung von ESCRT-II Giber VPS 28, siehe z.B. Kostelansky et al. (2006),
vgl. 5.2.3. Dies wird aber wahrscheinlich fiir die Zelle keinen gravierenden
Nachteil bedeuten, da ein Teil der VPS 28 Molekile vermutlich ihre normale
Funktion als Teil der ESCRT-Maschinerie erfiillen kann (vgl. 5.2.2) und anderer-
seits ein gewisser Verlust des ESCRT-I Komplexes durch den ESCRT-II Komplex
ausgeglichen werden kann, siehe 4.4.2.2.2 und Langelier et al. (2006); Slagsvold
et al. (2006). Moglicherweise erfiillt eine gewisse Blockierung der ESCRT-
Maschinerie aber auch fiir HIV positive Funktionen. Die ESCRT-Komplexe sind
unter anderem an der Bildung von MVBs (multivesicular bodies) beteiligt, die in
T-Zellen als Vorstufen fir lytische Vesikel fungieren und in Antigen-
prasentierenden Zellen als Vorstufen von MHC Klasse Il Kompartimenten, siehe
z.B. Raiborg et al. (2003), vgl. 5.2.1. So wiirde eine infizierte T-Zelle Funktionen

im Immunsystem nicht mehr erfiillen kdnnen.

Es ist bekannt, dafs der ESCRT-I Komplex essentiell fiir das Ausknospen (Budding)
intakter HI-Viren ist, vgl. 5.2.5, Pornillos et al. (2002b); Martin-Serrano et al.
(2003b). In diesem Zusammenhang kann Uber eine mogliche Bedeutung der
Interaktion zwischen Rev und VPS 28 nachgedacht werden. Falls diese Interaktion
prinzipiell nachteilig fir HIV ware, wiirde sie sich wahrscheinlich nicht in der
Evolution herausgebildet haben. Es ist daher wahrscheinlich, dal$ die Interaktion
zwischen Rev und HIV entweder fiir die HIV-Replikation ohne deutlich negative
Bedeutung ist oder aber sogar von Vorteil. Eventuell spielt die Rev - VPS 28
Interaktion sogar eine wichtige Rolle im Replikationszyklus von HIV. So ist
bekannt, da8 ubiquitinierte Gag-Proteine mit der ESCRT-Maschinerie interagieren
und auf diese Weise Viren aus der Membran ausknospen, siehe z.B. Pornillos et
al. (2002a); Clague und Urbe (2003), vgl. 5.2.5. Interessant ist in diesem Zusam-
menhang die kiirzlich gemachte Entdeckung, dal¥ auch Rev ubiquitiniert werden
kann (Vitte et al. 2006). Die Rev - VPS 28 Interaktion konnte eventuell dafiir
sorgen, daly Giber die Interaktion mit Rev gebundene virale genomische RNA an
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die Membran gebracht wird. Auf diese Weise konnte die genomische RNA in das
Virion beim Assembly an der Zellmembran gebracht werden. Bisher ist unbe-
kannt, wie die genomische RNA in das Virion gelangt, siehe z.B. Cimarelli und
Darlix (2002). Uber die Interaktion mit Rev und VPS 28, das essentiell fiir das
Budding ist (Martin-Serrano et al. 2003b) ware dies denkbar (,Assembly-
Hypothese”). Allerdings wurden in Virion Partikeln keine Rev-Molekiile gefunden.
Das widerspricht aber der Assembly-Hypothese nicht. So gelangt auch beim
Sorting ubiquitinierter Proteine durch die ESCRT-Maschinerie Ubiquitin und die
Komponenten der ESCRT-Maschinerie nicht mit ins Vesikel, sondern werden
vorher abgel6st, siehe Dupre und Haguenauer-Tsapis (2001); McCullough et al.
(2006), vgl. 5.2.3. Auf dhnliche Weise konnte Rev vor dem endgiiltigen Virus-
Assembly mit den UGbrigen Komponenten der ESCRT-Maschinerie abgetrennt
werden und daher nicht mit ins Virion gelangen.

Die Assembly-Hypothese ist jedoch zu diesem Zeitpunkt spekulativ und muf}
durch entsprechende Experimente (iberprift werden.

4.4.2.2.2 Mogliche therapeutische Bedeutung von VPS 28 Fragmenten

Wie in 4.4.2.2.1 ausgefiihrt, konnte die Interaktion zwischen Rev und VPS 28
auch fir die Virus-Replikation positive Aspekte haben. So wiirde aus der Sicht des
Virus der Nachteil der Sequestrierung von Rev-Molekiilen ausgeglichen durch
positive Aspekte, wie die Assembly-Hypothese. Fiir Fragmente von VPS 28, die
Rev deutlich starker binden als wildtyp VPS 28 wie das N-terminale Fragment von
VPS 28 (gezeigt im bakteriellen Zwei-Hybrid-System, siehe 3.2.1.4), wdre dies
hochstwahrscheinlich nicht der Fall. Durch eine viel starkere Bindung von Rev
wiirde die Sequestrierung von Rev-Molekiilen viel mehr Gewicht bekommen. Ein
N-terminales Fragment von VPS 28, das Rev stark bindet, konnte wahrscheinlich
nicht in den ESCRT-I Komplex integrieren. Falls doch, konnte jedenfalls der
Kontakt zum ESCRT-II Komplex nicht hergestellt werden, da dieser tber die C-
terminale Halfte von VPS 28 erfolgt (Kostelansky et al. 2006), vgl. 5.2.3. ESCRT-I
kann tber die C-terminale Doméne von VPS 28 auch direkt Kontakte zu ESCRT-III
herstellen (Pineda-Molina et al. 2006). Ein ESCRT-I Komplex, der ein N-terminales
Fragment von VPS 28 beinhaltet, konnte also keine Kontakte zu ESCRT-II oder
ESCRT-III herstellen. Letzterer ist aber essentiell zur Einfaltung der Membran und
Abknospung (Slagsvold et al. 2006), vgl. 5.2.3 und 5.2.5. Ein ESCRT-I Komplex,
der ein N-terminales Fragment von VPS 28 beinhaltet, wiirde aber nach wie vor
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uber die Untereinheit VPS 23 (=TSG101) HIV Gag-Molekiile binden (Pornillos et
al. 2002a). In diesem Zusammenhang ist erwdhnenswert, dafs Fragmente von VPS
23 (= Tsg101) sich transdominant negativ auf das Budding von HIV auswirken,
sieche Martin-Serrano et al. (2003b).

Ein VPS 28 Fragment wiirde auf diese Weise gleich zwei antivirale Funktionen
besitzen: zum einen wiirde es Rev stark binden, und somit vor der Erfiillung seiner
Funktion sequestrieren; zum anderen wirde das Virus-Budding verhindert, siehe
Abbildung 39. Ein VPS 28 Fragment wdre somit das erste antivirale Agens, das
gleichzeitig zwei unterschiedliche Prozesse in der Virus-Replikation blockiert. Die
Entwicklung resistenter Viren wdre daher auferordentlich erschwert.

Dabei stellt sich aber die Frage, ob ein Fragment von VPS 28 nicht das normale
Sorting von Proteinen in Vesikel durch die ESCRT-Maschinerie (vgl. 5.2.2) beein-
trachtigen wiirde und somit eine gewisse Toxizitdt auf die Zelle ausiiben wiirde.
Diese Frage kann letztendlich nur durch entsprechende Toxizitdts-Unter-
suchungen geklart werden. Es muf8 jedoch folgendes beachtet werden:

HIV ist fir das Budding auf ESCRT-I angewiesen (Martin-Serrano et al. 2003b),
vgl. 5.2.5. Andererseits wird ESCRT-II fir das Budding nicht benétigt (Langelier et
al. 2006).

Genau umgekehrt ist die Situation aus der Sicht der Zelle. Hier scheint ESCRT-I
nicht unbedingt notig zu sein — ESCRT-II kann teilweise die Funktion von ausge-
fallenem ESCRT-1 Komplex (knockout in Maus) lbernehmen (Slagsvold et al.
2006). Weiterhin ist ESCRT-I nicht n6tig, um ESCRT-II an die Membran zu dirigie-
ren, da die GLUE-Domane von VPS 36 in ESCRT-II ebenfalls die Fahigkeit besitzt,
bestimmte Membranlipide zu binden (Babst et al. 2002; Slagsvold et al. 2005),
vgl. 5.2.3. AuRerdem zeigte knockout von VPS 28 in Drosophila nur moderate
Auswirkungen auf die MVB (multivesicular body) Morphologie und hat die
Herunterregulierung verschiedener Zelloberflachenrezeptoren nicht mefbar
beeinflufSt (Sevrioukov et al. 2005). Des weiteren gibt es auch eine Reihe von
Zelloberflichenrezeptoren, die unabhangig vom ESCRT-I Komplex tiber den MVB
pathway herunterreguliert werden (Gullapalli et al. 2006). Nach einem Modell
von Langelier et al. (2006) fungieren ESCRT-I und ESCRT-II hauptsachlich als
Adapter, die dazu beitragen, entsprechende Cargo-Molekiile dem MVB pathway
zuzuflihren, wohingegen der ESCRT-1II Komplex und VPS 4 direkt an der Bildung
von Vesikeln beteiligt sind (vgl. 5.2.5).
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Abbildung 39 Méogliche Konsequenzen der Interaktion zwischen Rev und einem N-terminalen
Fragment von VPS 28 (,Nt-VPS 28“). Wenn die Interaktion zwischen Rev und Nt-VPS 28 viel
starker ist als mit wildtyp VPS 28 hitte das zur Folge, dal8 jedes Rev-Molekiil, das im Zytoplasma
auftaucht, durch Nt-VPS 28 sequestriert wird (1) und so von einem shuttling zuriick in den
Zellkern abgehalten wird (2). Falls Nt-VPS 28 in den ESCRT-1 Komplex integrieren kann, wird
dieser Komplex zwar Rev und Gag binden (3), aber aufgrund des Fehlens des C-Terminus von
VPS 28 keine Kontakte zum ESCRT-II oder ESCRT-IIl Komplex herstellen kénnen (4); diese sind
aber essentiell fiir ein Assembly von HIV an der Plasmamembran — dieses Assembly und damit
auch das Budding von HIV wéren somit verhindert (5).

ESCRT-I ist also fiir das Budding von HIV essentiell, nicht aber fiir das Sorting
ubiquitinierter Proteine in Vesikel in Zellen. Blockierung von ESCRT-I durch ein
Fragment von VPS 28 wiirde daher in zweifacher Weise, wie oben ausgefiihrt,
antiviral wirken, andererseits vermutlich die Zelle aber nicht deutlich schadigen.

4.4.3 Zytotoxizitit von B1-1 und B2-92

Vor einem moglichen zukiinftigen therapeutischen Einsatz der in dieser Arbeit
neu identifizierten Rev-interagierenden Proteine, ist natiirlich eine genaue Abkla-
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rung moglicher toxischer Effekte nétig. Generell finden die ersten Zytotoxizitdts-
Untersuchungen von neuen Substanzen in der Zellkultur statt und ndhern sich der
nattrlichen Situation immer mehr an, wobei auch der Aufwand der Toxizitatsun-
tersuchungen steigt. Es ist daher sinnvoll, als ersten Test auf Toxizitdt eine Unter-
suchung der generellen Toxizitdt in einem etablierten Zellkulturmodell durchzu-
fihren. Verschiedene Toxizitdts-Tests messen verschiedene Aspekte der Zytotoxi-
zitdt, wie z.B. Zellproliferation durch Messung des [’H]Thymidin Einbau bzw. 5-
Bromo-2’-deoxyuridin (BrdU) Einlagerung in die DNA (Taylor et al. 1957) oder
mitochondrielle Aktivitat durch den MTT-Test (Mosmann 1983), siehe unten, oder
generelle Zytotoxizitit durch den >'Cr-release Assay (Brunner et al. 1968) oder
generelle Zytotoxizitdit und Membranintegritit durch den LDH-release Assay
(Korzeniewski und Callewaert 1983), siehe unten, bzw. durch Aufnahme des
Farbstoffs Trypan-Blau. Die beiden am hdufigsten angewendeten Zytotoxizitat-
stests sind der MTT-Test und der LDH-release Assay (Abe und Matsuki 2000).
Beim MTT-Assay wird die Umwandlung von MTT in das violette MTT-Formazan
gemessen, die durch die Redoxaktivitit in lebenden Zellen stattfindet. Eine Ver-
minderung dieser MTT-Reduktion deutet auf eine Zellschadigung hin. Beim LDH-
release Assay wird die Freisetzung des intrazellularen Enzyms Lactat-
Dehydrogenase (LDH) gemessen, die bei Schadigung der Zellmembran auftritt.
Der LDH-release Assay ist ein guter Test fiir Schadigung der Zelle oder Zelltod
(Kendig und Tarloff 2007; Legrand et al. 1992; Abe und Matsuki 2000). York et al.
(1998) haben untersucht, dal8 Glutathion-S-Transferasen MTT in vitro reduzieren
kénnen und so im MTT-Assay zu starken Hintergrund-Schwankungen fiihren. Aus
diesem Grund wurde in dieser Arbeit der LDH-release Assay verwendet, der eine
gute Alternative zum MTT-Test darstellt.

Die Toxizitatsuntersuchungen wurden mit Hilfe des LDH-release Assays Cyto-
ToxONE von Promega in Hela Zellen durchgefiihrt, wobei die neu identifizierten
Rev-interagierenden Faktoren transient transfiziert wurden, siehe 3.2.2.3. Hela-
Zellen wurden gewahlt, weil sie sich leicht transfizieren lassen und diese Zellen
auch in den anderen Experimenten als Modell fir humane Zellen verwendet
wurden, siehe 3.2.2. Da sich Hela-Zellen jedoch relativ schnell teilen, war der
Zeitraum von der Transfektion bis zur Durchfiihrung des Zytotoxizitétstests auf
maximal 48 Stunden begrenzt. Die Toxizitdtsmessungen wurden daher nach 24
bzw. 48 Stunden nach der Transfektion durchgefiihrt. Es wurden unterschiedliche
Mengen an Plasmid transfiziert (10 ng bis 100 ng pro Loch einer 96-Loch-Platte),
so dals ein weiter Bereich an unterschiedlichen DNA-Mengen transfiziert wurde.
Nach Empfehlungen der Firma Roche zum Transfektionsreagenz FUGENE liegt der
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Bereich der DNA-Masse flir Transfektionsexperimente im 96-Loch-Format bei 30
ng bis 60 ng. Die Transfektionseffizienz wurde mikroskopisch anhand der Expres-
sion von GFP-fusionierten Proteinen Uberpriift, da die geringe Anzahl an Zellen
im 96-Loch-Format keine anderweitige Bestimmung der Transfektionseffizienz,
z.B. durch Westernblot oder FACS-Analysen, zuldlst. Die Transfektionseffizienz
lag zwischen ca. 38 % und ca. 66 %, nahm generell mit steigender transfizierter
DNA-Menge zu und entspricht damit den fiir HeLa-Zellen im 96-Loch-Format zu
erwartenden Werten. Fiir die Toxizitdtsuntersuchungen wurden die Faktoren B1-1
bzw. B2-92 jeweils einzeln oder in Kombination mit Rev transfiziert, wobei dann
das Plasmid, das fiir Rev codiert, in gleicher Masse (und damit nahezu dquimolar)
wie das Plasmid, das fir den Faktor B1-1 bzw. B2-92 codiert, eingesetzt wurde.
Der Grund fir die Toxizitatsuntersuchung der Faktoren B1-1 und B2-92 in Kom-
bination mit Rev liegt darin, dal B1-1 und B2-92 in Gegenwart von Rev eine
verdnderte Lokalisation zeigen, siehe 3.2.2.1. So sind B1-1 und B2-92 nur in
Gegenwart von Rev im Nukleolus anzutreffen. Eine Blockierung des Nukleolus als
Bildungsort der Vorstufen der Ribosomen koénnte toxische Effekte auf die Zelle
austiben.

Die Ergebnisse der Zytotoxizitdtsuntersuchungen zeigten, dafs die transient trans-
fizierten Faktoren unter den oben beschriebenen Bedingungen keine Zytotoxizitat
auslibten, siehe 3.2.2.3. Dies gilt fir alle bei den Transfektionen eingesetzten
DNA Mengen (10 ng, 50 ng und 100 ng), die beiden Zeitpunkte der Toxizitdtsun-
tersuchungen nach der Transfektion (24 Stunden und 48 Stunden) und sowohl fiir
die An- als auch Abwesenheit von Rev. Die Toxizitdt des Rev-Proteins selbst
wurde auf gleiche Weise untersucht. Hier ergab sich ebenfalls keine mefbare
Toxizitat. Dieses Ergebnis mag zundchst ungewohnlich erscheinen, da bekannt
ist, dal das HIV Rev-Protein eine gewisse Toxizitdt besitzt, siehe z.B. Nosaka et
al. (1993). Diese Toxizitdt von Rev wird jedoch von Miyazaki et al. (1996) und
Nosaka et al. (1993) so erklart, dall Rev im Nukleolus lokalisiert ist, dort die
Morphologie des Nukleolus verdndert und vermutlich den Transport der Riboso-
men-Vorstufen aus dem Zellkern verhindert bzw. verlangsamt. Das fiihrt zu einer
Verlangsamung beim Durchlaufen der Mitose. Es ist moglich, dal8, solange die
Zelle dabei am Leben bleibt, dabei keine Schadigung der Plasmamembran auftritt,
die mit dem LDH-release Assay mefbar ware. Falls diese Blockierung des Nu-
kleolus aber doch zum Tod der Zelle fiihren sollte und demzufolge die Integritdt
der Zellmembran nicht mehr gewdhrleistet ware, so wiirde dies erst nach langer
Zeit eintreten und der Beobachtungszeitraum von 48 Stunden zu kurz sein, um
den Tod der Zelle im LDH-release Assay messen zu konnen.
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Die Faktoren B1-1 und B2-92 sind also frei von Toxizitat, die schnell zu einer
deutlichen Schadigung oder zum Tod der bei diesem Experiment verwendeten
Hela-Zellen fuhren wirde. Dies ist nicht Gberraschend, da es sich bei beiden
Faktoren selbst um humane Proteine handelt, die ubiquitdr exprimiert werden,
und eine Toxizitdt im Gegensatz zu z.B. synthetischen chemischen Substanzen
viel unwahrscheinlicher ist. Trotzdem war dieser erste Zytotoxizitdts-Test notig,
um zu zeigen, dal eine Uberexpression der Faktoren nicht doch zu Zytotoxizitit
fihrt. Damit haben beide Faktoren den ersten grundlegenden Zytotoxizitdts-Test
bestanden, und in zukiinftigen aufwendigeren Experimenten kdnnen weitere
Aspekte der Toxizitat untersucht werden.

4.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zwei neue Rev-interagierende Proteine, namlich B1-1 und
B2-92, durch Screening einer cDNA-Bibliothek aus humanem f&talen Gehirn mit
Hilfe eines bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems identifiziert. B1-1 stammt von dem
zellularen Protein Glutathion-S-Transferase A4 (GST A4) ab, wobei in B1-1 die
ersten 41 Aminosduren fehlen. B2-2 stellt das zelluldre Protein Vacuolar Protein
Sorting 28 (VPS 28) ohne die ersten 16 Aminosduren dar. Fiir B1-1 und B2-92
sowie fiir das komplette VPS 28 Protein konnte die Interaktion mit Rev sowohl im
bakteriellen Zwei-Hybrid-System als auch in humanen Hela-Zellen durch Co-
Lokalisation und Co-Immunoprazipitation nachgewiesen werden.

Mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems konnte dariber hinaus festgestellt
werden, dal§ die Interaktionsstarken von B1-1 und B2-92 mit Rev jeweils grofer
als die Starke der Rev-Rev Interaktion sind. Es konnten keine Bereiche innerhalb
des Rev-Proteins identifiziert werden, die mit B1-1 oder B2-92 mit mindestens
gleicher Stdrke interagierten wie das komplette Rev-Protein. Das konnte darauf
hindeuten, dald Rev in voller Lange von B1-1 oder B2-92 gebunden wird. Weitere
Untersuchungen mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems zeigten, da8 nur
B1-1, nicht aber GST A4 mit Rev interagiert, und dals B1-1 nicht in kleinere Rev-
interagierende Domdnen geteilt werden kann. Daraus 1dt sich ein Modell ablei-
ten, nach dem Rev B1-1 in voller Lange bindet. Voraussetzung fir die Bindung ist
das gesamte B1-1 Molekil, wobei die Bindung durch das Vorhandensein der
ersten 41 Aminosduren in GST A4 verhindert wird.

Aus der Literatur ist bekannt, dal¥ GST A4 Dimere bilden kann. Im bakteriellen
Zwei-Hybrid-System zeigte sich, dal die Interaktionsstirke eines B1-1/GST A4-
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Heterodimers deutlich geringer ist als die des GST A4-Homodimers, und dal% die
Interaktionsstarke von B1-1 mit Rev um ein Vielfaches hoher ist. Das spricht
dafiir, dall B1-1 eher Rev bindet als mit GST A4 Heterodimere zu bilden, wo-
durch Rev wahrscheinlich sequestriert wiirde. Falls diese Ergebnisse zukiinftig
auch fiir humane Zellen verifiziert werden konnen, stellt B1-1 damit einen guten
Kandidaten fiir ein antivirales Agens dar.

VPS 28 ist Bestandteil des ESCRT-I Komplexes, der fiir das Abknospen der Viren
aus den infizierten Zellen essentiell ist. So ware es moglich, dal iber die Interak-
tion von VPS 28 mit Rev durch Rev gebundene virale genomische RNA in das
Virus-Partikel gelangt (,Assembly-Hypothese”). Andererseits zeigte sich im bakte-
riellen Zwei-Hybrid-System, dal8 das aminoterminale Fragment von VPS 28 aa 2 -
123 viel starker mit Rev interagiert als VPS 28 voller Lange. Ein solches amino-
terminales Fragment von VPS 28 konnte einerseits moglicherweise Rev sequestrie-
ren, andererseits wird es aller Voraussicht nach seine normale Funktion im
ESCRT-I Komplex nicht erfiillen konnen und damit auch ein Ausknospen von HIV
aus einer infizierten Zelle verhindern. Daher ist ein solches N-terminales Frag-
ment von VPS 28 ein vielversprechender Kandidat fiir ein antivirales Agens, das in
mehrere Vorgange der HIV-Replikation eingreifen kann.
Zytotoxizitatsuntersuchungen von B1-1 und B2-92 in humanen Hela-Zellen mit
Hilfe eines Lactat-Dehydrogenase release Assay stellten fiir beide Faktoren eine
Abwesenheit von genereller Toxizitdt, die schnell zu einer deutlichen Schadigung
oder zum Tod der Zelle fuhren wiirde, fest.

4.6 Ausblick

Diese Arbeit bildet die Grundlage fiir eine Reihe moglicher zukiinftiger Untersu-
chungen. Drei wesentliche zukiinftige Untersuchungsziele stellen die im folgen-
den niher erliuterten Punkte dar: 1. Uberpriifung der neu identifizierten Rev-
interagierenden Proteine oder Fragmente hiervon auf die Fahigkeit, die Replika-
tion von HIV zu inhibieren; 2. Versuch der Co-Kristallisation von Rev mit dem
B1-1 Protein und 3. Uberpriifung der in dieser Arbeit formulierten Assembly-
Hypothese.

1.) In dieser Arbeit wurde mit Hilfe des bakteriellen Zwei-Hybrid-Systems gezeigt,
daf das N-terminale Fragment von VPS 28 Rev deutlich starker bindet als B2-92
(siehe 3.2.1.4). Damit stellt dieses Fragment einen potentiellen Inhibitor der Rev-
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Funktion dar, indem es den Zutritt der fir die Rev-Funktion notwendigen Faktoren
verhindern konnte. Auf diese Weise wiirde es Rev blockieren und dadurch antivi-
rale Wirkung besitzen. In zukiinftigen Experimenten kann daher die antivirale
Wirkung dieses Fragments von VPS 28 getestet werden, bzw. versucht werden,
weitere Fragmente von VPS 28 (oder auch B1-1) zu konstruieren, die auf ihre
antivirale Wirkung hin untersucht werden konnen. Dabei ist zu beriicksichtigen,
daR diese Faktoren unter Umstanden nicht nur Rev blockieren, sondern zusatzlich
weitere Prozesse im HIV-Replikationszyklus inhibieren kdnnen. So ware es z.B.
moglich, dal ein N-terminales Fragment von VPS 28 einerseits Rev blockiert und
andererseits mit dem HIV budding interferiert (sieche 4.4.2.2.2). Daher muf$ das
antivirale Potential dieser Faktoren mit Experimenten untersucht werden, die
Auskunft iber die Fadhigkeit zur Inhibierung des gesamten HIV-Infektionszyklus
geben.

Mégliche Eignung Rev-interagierender Proteine als HIV Therapeutikum:

Proteine konnen aufgrund ihrer komplexen dreidimensionalen Struktur ihr Ziel
(wie z.B. Rev) sehr spezifisch binden und verursachen, wenn sie zelluldren
Ursprungs sind, mit groller Wahrscheinlichkeit keine Toxizitdt oder neutralisie-
rende Antikorper. In der modernen HIV Therapie wird mit dem 36 Aminosduren
langen Peptid T20 ein hochwirksamer neuer Wirkstoff aus der Klasse der Protei-
ne/Peptide eingesetzt (siehe 1.3.1). T20 ist aulBerhalb der Zellen wirksam. Es stellt
sich aber die Frage, wie ein Protein oder Peptid, das Rev binden soll, in die Zellen
gelangen kann. Hierzu gibt es mehrere Moglichkeiten.

So konnte ein therapeutisch wirkendes Rev-bindendes Protein gentherapeutisch in
Zellen eingebracht werden. Die Progression des Krankheitsbildes AIDS ist eng mit
dem Titer an CD4-Zellen im Patienten verkniipft, siehe 1.1.3. Daher ware es eine
Méglichkeit, CD4-Zellen oder hamatopoetische Stammzellen aus einem Patienten
zu isolieren und mit einem Konstrukt, das fiir den Rev-interagierenden therapeuti-
schen Faktor codiert, zu transduzieren, um es dann dem Patienten zuriickzuge-
ben, vgl. z.B. Woffendin et al. (1996).

Eine weitere Moglichkeit ware es, das therapeutisch wirksame Protein oder Peptid
an eine Protein-Transduktions-Domane (PTD) zu fusionieren, die es dem Fusions-
protein dann erlaubt, die Plasmamembran zu durchqueren (Console et al. 2003;
Wadia und Dowdy 2005). PTDs wurden in mehreren Proteinen entdeckt, die die
Plasmamembran durchdringen konnen, wie z.B. die Antennapedia PTD oder die
PTD des HIV Tat Proteins. In den letzten Jahren wurden Protein-Transduktions-
Doménen erfolgreich in Zellkultur und Tiermodellen eingesetzt (Wadia und
Dowdy 2005).
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2.) B1-1, das vom humanen Protein Glutathion-S-Transferase A4 (GST A4) ab-
stammt, bindet das Rev-Protein wahrscheinlich an mehreren Stellen in voller
Lange, wie sich aus der Struktur von GST A4 (vgl. 5.1.6) und der Abwesenheit
einer starken Interaktion von Fragmenten von GST A4 (siehe 3.2.1.3) oder Rev
(siehe 3.2.1.2) schlieBen ldlt (siehe 4.4.1.2). Daher wdre es eventuell moglich,
Rev zusammen mit B1-1 zu co-kristallisieren und so die Gesamtstruktur von Rev
aufzuklaren. Glutathion-S-Transferasen wurden schon o6fter benutzt, um Proteine,
die zuvor nicht kristallisiert werden konnten, zu co-kristallisieren, vgl. 5.1.2 (Lim
et al. 1994).

3.) Es zeigte sich in dieser Arbeit, dall das zum zweiten neu identifizierten Rev-
interagierenden Faktor B2-92 zugehorige Protein voller Lange Vacuolar Protein
Sorting 28 (VPS 28) ebenfalls mit Rev interagieren kann. Das wirft die Frage auf,
ob eine Interaktion zwischen Rev und VPS 28 in der infizierten Zelle biologisch
von Bedeutung ist, was zur Entwicklung der Assembly-Hypothese (siehe 4.4.2.2.1)
flihrte. Diese Hypothese mul} durch entsprechende Experimente iberprift wer-
den.
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5 Anhang

5.1 Informationen zur Glutathion-S-Transferase A4 (GST A4)
aus Literatur und Internet-Datenbanken

5.1.1 Glutathion-S-Transferasen (GSTs) allgemein

Glutathion-S-Transferasen inaktivieren v.a. toxisch und mutagen wirkende Stoffwechselpro-
dukte, die durch freie Radikale gebildet werden und sind daher ein wichtiger Entgiftungs-
Mechanismus in Zellen und Geweben (Bruns et al. 1999). Neben der Konjugation von
Substraten mit Glutathion konnen zytosolische GSTs auch hydrophobe Nicht-Substrat
Molekiile kovalent oder nicht kovalent binden. Durch diese Aktivitdt des GSTs, die sogenann-
te ,Ligandin-Funktion” werden Fremdstoffe und Hormone transportiert, sequestriert und
entsorgt (Hayes et al. 2005).

In ihrer Eigenschaft als Enzyme (EC 2.5.1.18) katalysieren GSTs allgemein den nukleophilen
Angriff von reduziertem Glutathion auf unpolare Substanzen, die ein elektrophiles
Kohlenstoff-, Stickstoff- oder Schwefel-Atom besitzen. Dabei wird das Tripeptid Glutathion
(Glu-Cys-Gly) iiber dessen Schwefel-Atom an das elektrophile Toxin konjugiert, wie in
Abbildung 40 dargestellt. Die GSH-Konjugate sind l6slicher als die urspriinglichen Substrate
und kénnen daher leicht aus der Zelle entfernt werden (Armstrong 1997).

GSH + R=X— GSR + HX

Abbildung 40: Allgemeine Darstellung der Reaktion, die von Glutathion-S-Transferasen kataly-
siert wird. Glutathion (GSH) wird mit einem elektrophilem Substrat (R-X) konjugiert. Aus
Armstrong (1997).

5.1.2 Klassifizierung der Glutathion-S-Transferasen

Es gibt drei grole eukaryontische Familien von Enzymen mit Glutathion-S-Transferase-
Aktivitat: zytosolische, mitochondrielle und mikrosomale GSTs. Die zytosolischen und
mitochondriellen GSTs sind beide 16slich aber nur entfernt verwandt. Die mikrosomalen GSTs
sind Membran-assoziiert und spielen eine Rolle beim Metabolismus der Eicosanoide und des
Glutathions. Diese mikrosomalen GSTs sind auch als MAPEG bekannt und strukturell nicht
mit den l6slichen GSTs verwandt (Hayes et al. 2005).

In der Molekularbiologie findet hdaufig Sj26GST als Affinitdts-tag Verwendung. Diese Klasse
Mu (bzw. p) GST wird z.B. bei den pGEX Gen-Fusions Systemen benutzt (Kaplan et al. 1997).
Urspriinglich stammt diese GST aus dem parasitischen Plathelminthen Schistosoma japoni-
cum (Erreger der Schistosomiasis / Bilharziose) und vermag u.a. aufgrund seiner Nicht-
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Substrat Ligandin Funktion (s.u.) vom Wirt stammendes Ham zu sequestrieren und damit
Ham-induzierten oxidativen Schaden zu vermeiden (Kaplan et al. 1997).

GST-Fusionen werden weiterhin in der Molekularbiologie benutzt, um Peptide oder Protein-
fragmente zu co-kristallisieren zur Aufklarung derer Struktur (Lim et al. 1994).

Die zytosolischen GSTs aus Sdugern bilden Dimere mit Untereinheiten von jeweils 199 bis
244 Aminosauren. Aufgrund der Aminosdure-Sequenz konnen sieben Klassen an zytosoli-
schen GSTs unterschieden werden: Alpha, Mu (u), Pi, Sigma, Theta, Omega und Zeta.
Daneben wurden weitere Klassen in Nicht-Sdugern identifiziert. Die Mitglieder innerhalb
einer Klasse der zytosolischen GSTs teilen mindestens 40 % identische Aminosduren —
zwischen den Klassen besteht dagegen weniger als 25 % Identitdt (Hayes et al. 2005).

Es gibt beim Menschen mindestens 16 verschiedene zytosolische GST-Untereinheiten. Die
Untereinheiten der Alpha- und Mu-Klasse konnen Heterodimere bilden, siehe Mannervik und
Danielson (1988) und Pettigrew und Colman (2001). GST A5 wurde auf genomischer Ebene
identifiziert, eine Expression des Proteins konnte aber nicht nachgewiesen werden (Morel et
al. 2002). Die GSTs haben iberlappende Substrat-Spezifititen. Daher ist es schwierig,
Isoenzyme nur aufgrund ihrer katalytischen Eigenschaften zu identifizieren (Hayes et al.
2005).

5.1.3 Glutathion-S-Transferase A4 (GST A4): Aligemeines

Hubatsch et al. (1998) identifizierten aus einer humanen fétalen cDNA-Bibliothek aus Gehirn
erstmalig die Sequenz, die fiir GST A4 codiert. Zur Charakterisierung des Proteins wurde
GST A4 rekombinant in E. coli produziert, nachdem das Codon-usage fiir starke heterologe
Expression humaner Proteine optimiert wurde (vgl. dazu 4.3.2). Ebenso identifizierte Board
(1998) die cDNA fiir GST A4, indem eine BLAST Suche von humanen EST-Sequenzen nach
Alpha-Klasse GSTs durchgefiihrt wurde.

Charakteristisch fiir die enzymatische Aktivitat von GST A4 ist eine hohe katalytische Aktivitdt
mit 4-Hydroxyalkenalen, insbesondere 4-Hydroxynon-2-enal (HNE) (Hubatsch et al. 1998).
HNE ist ein wichtiges Produkt des Abbaus von Omega-3- und Omega-6-Fettsduren und kann
als Biomarker fiir oxidative Schdden in Geweben benutzt werden (Hubatsch et al. 1998). So
ist HNE an vielen pathogenen und degenerativen Prozessen beteiligt, wie z.B. Alzheimer,
Arteriosklerose, Katarakt und Krebs (Awasthi et al. 2004). Abbildung 41 illustriert die Rolle
der GSTs bei der Beseitigung der oft fiir die Zelle toxischen Produkte der Oxidation von
Fettsauren.

Diese enzymatische Aktivitat von GST A4 unterscheidet sich deutlich von der des verwandten
Alpha-Klasse Enzyms GST A1, das keine hohe katalytische Aktivitit mit Alkenal-Substraten
aufweist (Bruns et al. 1999). Die humane Glutathion-S-Transferase A4 hat mit GST A1 52 %
identische Aminosduren. Die dreidimensionale Struktur beider GSTs ist sehr dhnlich, so daR
der Unterschied der Substrat-Spezifitat in kleinen Unterschieden der Struktur und unterschied-
licher Chemie der Aminosdure-Seitenketten liegen mufs (Bruns et al. 1999).
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Abbildung 41: Rolle der Glutathion-S-Transferasen A1, A2 und A4 bei der Beseitigung der
Produkte der Oxidation von Fettsiuren. GST A4 katalysiert die Konjugation von 4-HNE an
Glutathion, das dann durch den ATP-abhdngigen Transporter RLIP-76 oder RALBP1 aus den
Zellen geschafft wird. GST AT und A2 greifen schon vor der Bildung von 4-HNE ein, indem sie
peroxidierte Fettsduren (L-OOH) an Glutathion konjugieren, das Gber NADPH wieder regeneriert
wird. (PUFA: mehrfach ungesattigte Fettsduren; GSH: Glutathion). Aus Awasthi et al. (2004).

Knockout von GST A4 in Maus fiihrt zur Uberexpression der Alpha-, Mu- und Pi-Klasse
(Hayes et al. 2005), was darauf hindeutet, dall sie in Antwort auf bestimmte chemische
Signale in den Zellen induziert werden. Dementsprechend enthalten zytosolische GSTs im
Promotor ,antioxidant response elements” (ARE), durch die sie z.B. bei oxidativem Stref3
transkriptionell aktiviert werden, siehe z.B. Velichkova und Hasson (2005).

5.1.4 Genomische Organisation von GST A4
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Abbildung 42: Genomische Organisation des humanen GST Alpha Gen clusters auf Chromosom
6p12.1 - p12.2. Dargestellt sind die 5 Gene GST A4, GST A3, GST A5, GST A1 und GST A2 sowie
die 7 Pseudogene GST A4P, GST AP2, GST AP3, GST AP1, GST AP5, GST AP6 und GST AP7. Die
Grolen der Gene und Pseudogene in kb sind in Klammern angegeben. Aus Morel et al. (2002).
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Die GST Alpha-Klasse ist genomisch als cluster organisiert und beim Menschen auf Chromo-
som 6 (p12) lokalisiert. Dieser cluster besteht aus den 5 Genen hGSTA1, hGSTA2, hGSTA3,
hGSTA4 und hGSTAS5. AuBerdem existieren 7 Pseudogene, die als solche durch Deletionen
einzelner Basen und/oder ganzer Exons gekennzeichnet sind (Morel et al. 2002), siehe
Abbildung 42.

Die Sequenzen der Gene der GST Alpha-Klasse sind in Abbildung 43 dargestellt.

Das Gen fir GST A4 umspannt 18 kb und enthélt 7 Exons (Desmots et al. 1998).

hGsTAal 1 MAEKPKLHYFNARGRMESTRWLLAARGVEFEEKFIKSAEDLDELRNDGYLMFQOVPMVETL
hGSTAZ 3 Sileeeans Tiesncesssssssnsasassssssassssssssassssssss
hGSTA3 1 Gueuwnesn Pluweenonsnsasasns Guewwes Gueennns =
hGSTAL 3 o T T LiessllEcsesasasanns =
hGsTad 1 ..AR.vusus P.Gueuans VeaVeosnnnna D.E.LETK.Q.Y¥..0DGNH.Lueussusasns
G-site + - + +
H-site - =t

hesTAl 61 DGMELVQOTRAILNYIASKYNLYGKDIKERALIDMYIEGIADLGEMILLLPVCEPEEEKDAK

hGSTAZ 5 Kevtusannssonnnnnsnnanns FSQu2aQuuw
hGSTA3 Bl sisnsasssanssnansatasasana s nannasas TeeMeseleuwanaas LeRevasaan
hGSTAS 0 Mewwwnnnns L LI.QuesRaue
hGSTA4 6l siinnanas S..HiwD.HewFuo uHLu o s Towans V..TL..L.LLIMH.FLK.DDQQKE
G-site ++ + +

H-site ++ =

hGsSTAl 121 LALIKEKIKNRYFPAFEKVLKSHGODYLVGNKLSRADIHLVELLYYVEELDSSLISSFPL

HGSTA2 121 tueulueTeuueunonasssssensnsnsnannnnansnsnsssasasssnssssssnnnns
hGSTA3 121 T.oouaws TeSeasassnsanas Desssssssasssssnna - N...
hGsSTAL 0 O Rivonennnna Weesnonns Foernonnsnsnannns
hGSTA4 121 VVNMAQ.AIT....V...I.RG...SF....0..L..VI.LOTILAL..KIPNIL.A..F
G-site +

hGSTAl 181 LEALKTRISNLEPTVEKKFLOPGSPRKPPMDEKSLEEARKIFRF

hGSTAZ 1Bl .suvvrunasssssnsssasssnssssassanssnas Sevenas
hGSTA3 18l suvessrssssanssansasanssnns BB Biacsannnas
hGSTAS 181 sivvevrennnanasnnnnnan O
hGsTA4 181 .QEYTVEL..I..I.R..E...KK...P..IYVRTVYN...P
H-site + + o+ + +

Abbildung 43: Alignment der Aminosdure-Sequenzen der Mitglieder der GST Alpha-Klasse.
Dargestellt sind die aus der DNA-Sequenz abgeleiteten Aminosdure-Sequenzen der 5 Gene des
GST Alpha Gen-clusters. Die Positionen fir die G- und H-sites (siehe 5.1.7, 5.1.8) sind mit ,+*
bezeichnet, wenn sie konserviert sind und mit ,-“ wenn dies nicht der Fall ist. Aus Morel et al.
(2002).

5.1.5 Expressionsprofil von GST A4

Das Expressionsprofil der Gene des GST Alpha Genclusters wurde von Morel et al. (2002)
untersucht. Durch Gen-spezifische RT-PCR konnte diese Arbeitsgruppe zeigen, da GST A1,
GST A2 und GST A4 in vielen humanen Geweben exprimiert werden. GST A3 konnte
dagegen selten nachgewiesen werden, und es fehlen wohl aufgrund von Splicing-Defekten
einzelne Exons. Die mRNA fiir GST A5 konnte von Morel et al. (2002) nicht nachgewiesen
werden.

Abbildung 44 zeigt das Expressionsprofil von humanem GST A4 im ESTProfile der Datenbank
UniGene (Hs.485557 GST A4) — Stand IV-2007. Hier ist fir eine Anzahl an humanen Gewe-
ben der Anteil hGST A4-Transkripte angegeben.
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Breakdown by Tissue
Hs. 485557

adipose tissue 0 0/12777
adrenal gland 341w 11/32215
ascites 49 = 2/40022
bladder 0 0/29175
blood 8 1/119874
bone 41 =  3/71667
bone marrow 42 w»  2/47392
brain 87 = 78/890811
cervix 0 0/47558
cochlea 0 0/16098
colon 11 = 2/181250
connective tissue 27 =  4/145437
cranial nerve 0 0/18109
embryonic tissue 41 =  8/194985
esophagus 52 = 1/18916
eye 70 = 14/199696
heart 149%™ 13/87149
kidney 116w 24/206123
larynx 0 0/24256
liver 15 = 3/197800
lung 50 = 17/333931
lymph 0 0/44428
lymph node 11 = 1/90609
mammary gland 13 = 2/151863
mouth 127=  8/62897
muscle 18 = 2/106514
nerve 127™  2/15645
ovary 49 =» 5/101128
pancreas 32 = 7/214089
parathyroid 340™ 7/20554
pharynx 0 0/41803
pituitary gland 60 = 1/16586
placenta 71 = 20/281155
prostate 31 = 6/189548
salivary gland 49 = 1/20254
skin 16 = 3/186159
small intestine 46 = 2/43311
spleen 19 = 1/50510
stomach 31 = 3/95320
testis 88 = 30/337730
thymus 13 =  1/74105
thyroid 21 = 1/47348
tonsil 0 0/17026
trachea 42 =  2/46887
umbilical cord 0 0/13515
uterus 21 = 5/228444
vascular 40 = 2/49597
whole body 116%™  5/43023
whole brain 157w 21/133484

Breakdown by Health State

Hs. 485557
adrenal tumor 78 = 1/12703
bone tumor 30 = 3/99675
breast (mammary 10 1793020
gland) cancer
cervical tumor 0 0/33938
colorectal cancer 8 1/112359
esophageal tumor 61 = 1/16386
Equans1tc§?intestinal 25 @  3/119030
germ cell tumor 31 =  8/254527
glioma 18 =  2/106450
head andneck 6, w  g/133267
kidney tumor 59 = 4/67205
leukemia 32 » 3/93575
liver tumor 22 = 2/88101
lymphoma 13 =  1/72121
non-glioma 62 = 8/128043
non-neoplasia 66 = 6/90133
normal 74 W™ 240/3231433
ovarian tumor 52 = 4/76097
pancreatic tumor 28 #  3/104989
prostate tumor 18 = 2/111050
respiratory tract
mor Y 19 = 2/103597
retinoblastoma 0 0/46485
skin tumor 8 1/124880
soft tissue/muscle
tissue tumor 1/125478
urinary bladder 0 0/26381
tumor
uterine tumor 0 0/90251

Breakdown by Developmental

Stage

Hs.485557
embryo 44 = 8/179566
embryoid body 56 = 4/70535
fetus 108 60/553710
neonate (less than
4 weeks old) 0 Qi8S
infant (less than 3
years old) 0 0/21845
juvenile (less than
17 years old) 92 & 553891

adult (17 years old 52 @ 101/1909841

and older)

Liver £ - 12 /131488
Lurg 0 0 /202332

Abbildung 44: Expressionsprofil von hGST A4 im ESTProfile der Datenbank UniGene
(http//www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Hs.485557)
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GST A4 wird in vielen unterschiedlichen Geweben exprimiert. Besonders stark ist die Expres-
sion in Gehirn, Nebenniere, Nebenschilddriise, Niere und Herz, vgl. auch Hubatsch et al.
(1998). Besonders niedrig ist die Expression in Blut, Cervix, Lymphknoten, Lymphe, Mandeln,
Milz und Thymus.

Beim Embryo ist die Expression deutlich héher als beim Adulten (siehe auch 4.2).

Bei der Interpretation der in Abbildung 44 dargestellten Daten gilt es aber zu beachten, daf§
die Daten bei sehr geringer Anzahl an fiir ein Gewebe vorhandenen ESTs unter Umstdnden
nicht verlaBlich sind. So zeigen die Daten aus Abbildung 44 z.B. eine Abwesenheit von
hGST A4 beim Neugeborenen aber Anwesenheit beim Embryo und Juvenilen.

5.1.6 Struktur von GST A4

Die Primadr- und Sekundarstruktur von humanem GST A4 ist in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45: Primdr- und Sekunddrstruktur des GST A4 Proteins. Verdndert aus EBl PDBsum —
PDB Code: 1GUM - http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum. Die fiir die Dimerisie-
rung wichtigen Aminosduren wurden durch schwarze Kéastchen markiert nach Bruns et al. (1999).

Die Kristallstruktur von humanem GST A4 spiegelt die typische Struktur der Glutathion-S-
Transferasen wieder und besteht aus zwei strukturellen Domdnen (Bruns et al. 1999) (siehe
Abbildung 36 und vgl. Abbildung 45):

* einem N-terminalen Bereich, der von den Aminosduren 1-80 gebildet wird und zu dem
manchmal auch die a9 Helix (aa 215-222) gezdhlt wird, da sie sich in den N-terminalen
Bereich riickfaltet (Bruns et al. 1999); dieser Bereich ist charakterisiert durch eine ge-
mischte B-Faltblatt-Struktur, die von a-Helices flankiert wird; damit gehort der N-
Terminus strukturell der Thioredoxin Uberfamilie an (Armstrong 1997); im N-Terminus

Vi
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liegen viele wichtige Bindestellen fiir Glutathion (G-sites bzw. GTA), siehe Abbildung 45;
Tabelle 8 (Babbitt 2000; Armstrong 1997).

* einem C-terminalen Bereich aus a-Helices bestehend aus den Aminosdauren 81 bis 214
(falls die a9 Helix mit zum N-Terminus gerechnet wird) bzw. bis 222: in diesem Bereich
liegen viele wichtige Bindestellen fiir das elektrophile Substrat (H-sites bzw. HTA) (Babbitt
2000; Armstrong 1997).

Ein Charakteristikum der Alpha-Klasse GSTs ist die C-terminale a9 Helix, die sich auf die N-
terminale Domdne zuriickfaltet und an der Bindung von sowohl Glutathion als auch des
elektrophilen Substrats beteiligt ist, siehe unten (Bruns et al. 1999).

Glutathion-S-Transferasen besitzen jeweils Bindestellen fiir Glutathion (,G site” bzw. ,GTA")
und Bindestellen fiir das elektrophile Substrat (,H site” bzw. ,HTA”). Die Aminosduren, die
an der Bildung der Bindestellen fiir Glutathion beteiligt sind, sind unter den GSTs sehr
konserviert. Dagegen variieren die Aminosduren, die die Bindestellen fiir das elektrophile
Substrat bilden, zwischen den verschiedenen GST Enzymen (Bruns et al. 1999). Tabelle 8
zeigt die Aminosduren, die in GST A4 an der Bildung der Bindestellen fiir Glutathion (GTA)
bzw. das elektrophile Substrat (HTA) beteiligt sind.

Tabelle 8: Aminosduren, die an der Bildung der Bindestellen fiir Glutathion (GTA) und des
elektrophilen Substrats (HTA) der humanen Glutathion-S-Transferase A4 beteiligt sind. Aus EBI
PDBsum — PDB Code: 1GUM und 1GUL - http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum.
Die bei B1-1 fehlenden Aminosduren sind rot markiert.

GTA BINDESTELLEN: GLUTATHION

TYR 9 ARG 15 LEU 41 GLN 45
GLN 54 VAL 55 GLN 67 THR 68
ASP 101 ARG 131 PHE 220

HTA BINDESTELLEN: ELECTROPHILES SUBSTRAT

GLY 14 GLU 104 ILE 107 MET 108
PHE 111 TYR 212 VAL 216 TYR 217

5.1.7 Bindestellen fiir elektrophile Substrate (H-site bzw. HTA) in
GST A4

An der Bildung der Bindestellen fiir das elektrophile Substrat, die eine hydrophobe Tasche
bilden, sind bei GSTs der Alpha-Klasse drei strukturelle Komponenten beteiligt (Bruns et al.
1999). Bei hGST A4 sind dies (siehe Abbildung 45 und Tabelle 8 und vgl. Abbildung 46):

1. der a1-B1-loop mit den Aminosduren Tyr9, Gly12 und Arg15
2. das Ende der a4-Helix mit den Aminosduren Glu104, lle107, Met108 und Phe111
3. die 09-Helix mit den Aminosauren Tyr212, Val216, Tyr217 und Phe220.

VII
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(31-cel loop ced helix oY helix

(res. 86-111) (res. 210-220)
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Abbildung 46: Die drei fiir die Substrat-Spezifitit verantwortlichen hydrophoben Module in
hGST A4 und hGST A1. Die Aminosdurepositionen in GST A4, die als wichtig fiir die Interaktion
mit Alkenal-Substraten angesehen werden, sind unterlegt. In einem Experiment von Nilsson et al.
(2000) wurden die entsprechenden Aminosduren in GST A1 gegen die von GST A4 ausgetauscht
und damit die Substratspezifitit des mutierten GST A1 Enzyms zu der von GST A4 gedndert, siehe
Text. Aus Nilsson et al. (2000).

Die Wichtigkeit dieser drei hydrophoben Module fiir die Substrat-Bindung wurde von Nilsson
et al. (2000) demonstriert. Einige fiir die Substratspezifitit wichtigen Aminosduren in diesen
drei Modulen von GST A1 wurden so mutiert, da8 die Substratspezifitdt in Richtung der von
GST A4 gedndert wurde (siehe Abbildung 46). Dabei wurde die enzymatische Aktivitat fiir
Nonenal (spezifisch fir GST A4) um mehr als 300fach gesteigert und die fiir 1-Chloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB - spezifisch fiir GST A1) um mehr als 10fach gesenkt.

Dabei liegt der wichtigste Unterschied bei der Bildung der Bindestellen fiir das elektrophile
Substrat zwischen hGST A4 und dem nahe verwandten hGST A1 in der a9-Helix. Bei
hGST A4 liegt die a9-Helix auch im unligierten Zustand ohne Substrat in geordnetem Zustand
vor (Bruns et al. 1999).

Bei hGST A1 dagegen hat die a9-Helix ohne Substrat eine flexible Struktur, und erst, wenn
ein Substrat gebunden ist, liegt sie geordnet vor (Induzierte Pallform — ,induced fit“) (Zhan
und Rule 2004; Allardyce et al. 1999). Die a9-Helix liegt also wie ein Deckel iber dem
hydrophoben katalytischen Zentrum (O'Sullivan et al. 2006).

Fir diesen Unterschied zwischen GST A4 und GST AT ist moglicherweise ein Unterschied in
der Aminosdure-Sequenz zwischen GST A4 und GST A1 verantwortlich. Bei GST A1 befindet
sich an Position 10 ein Phenylalanin, dessen Seitenkette den Platz von Phe220 der a9 Helix
bei der Apo-Form der GST A1 einnimmt. In der Liganden-konjugierten Form gibt Phel0
diesen Platz frei. Bei GST A4 befindet sich dagegen an Position 10 ein Prolin, das diesen Platz
nicht blockiert (Le Trong et al. 2002). Die Alpha-Helix a9 hat per se eine geringe Tendenz zur
Ausbildung der alpha-helicalen Struktur, wird aber durch dreidimensionale Interaktionen (mit
dem C-Terminus) stabilisiert (Dirr und Wallace 1999). Die Stabilitdt dieser Helix wird weiter
erhéht durch die Bindung von Liganden im aktiven Zentrum (G- und H-site). Dabei steigt
diese Liganden-induzierte Stabilisierung von der Besetzung der H-site alleine, lber die
Besetzung der G-site alleine und erreicht die grofte Stabilitdt bei gleichzeitiger Besetzung der
G- und H-site (Dirr und Wallace 1999). Durch diese Art der Stabilisierung erhoht sich auch
die Affinitdt der Ligandin-Bindestellen fiir Nicht-Substrat Molekiile (siehe unten).

Da die Konzentration von reduziertem Glutathion in humanen Zellen mit bis zu 10 mM recht
hoch ist, Dirr und Wallace (1999), vgl. Richie et al. (1996), liegt GST A1 wahrscheinlich
tberwiegend mit stabilisierter a9 Helix in den Zellen vor.
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Fiir die Substrat-Spezifitdit von hGST A4 fiir HNE scheint Tyr212 in der a9-Helix von zentraler
Bedeutung zu sein. Dies wurde aus der Kristallstruktur abgeleitet und durch Mutations-
Analysen gestiitzt (Bruns et al. 1999). Tyr212 aktiviert das elektrophile Substrat, indem es eine
Wasserstoffbriickenbindung zu ihm ausbildet. Dabei macht Tyr212 Kontakte mit Gly12 im N-
terminalen Bereich. Damit Tyr212 die richtige Position einnehmen kann, ist die Interaktion
mit Gly12 nétig — wenn Gly dabei durch eine Aminosdure mit Seitenkette ersetzt wird, kann
Tyr212 nicht mehr die korrekte Position einnehmen, und somit geht die Substrat-Spezifitat fiir
HNE verloren (Bruns et al. 1999).

5.1.8 Aktivierung des Glutathions bei GST A4

Glutathion ist bei GST A4 so gebunden, dafs das Tyr9 in Richtung des Schwefel-Atoms von
Glutathion orientiert ist und dieses fiir den nukleophilen Angriff aktiviert (Bruns et al. 1999
und Armstrong 1997). Dabei bildet die Hydroxyl-Gruppe des Tyrosyl-Rests mit dem Schwe-
fel-Atom des Glutathions eine Wasserstoffbriickenbindung aus. Zusatzlich wird diese Interak-
tion durch die positive Ladung des Arginins an Position 15 stabilisiert, siehe Abbildung 47
und vgl. Abbildung 36.

Abbildung 47: Fiir die Aktivierung des Glutathions wichtige Aminosduren bei GST A4. Tyr9
aktiviert das Schwefel-Atom in Glutathion (GSH), das schwarz dargestellt ist. Die Interaktion mit
GSH wird zusétzlich durch Arg15 stabilisiert. Aus Armstrong (1997).

5.1.9 Dimerisierung

Die zytosolischen GSTs kommen als Dimere vor (Armstrong 1997). Das Dimer-Interface
bildet dabei auch eine nicht-katalytische Bindestelle fiir Liganden (,Ligandin“-Funktion der
GSTs, siehe unten) (Hayes et al. 2005).

Bei Klasse Alpha GSTs (und Klassen Mu und Pi) ist ein hydrophobes Schlissel-Schlof$ Motiv
zwischen den Untereinheiten ein wesentliches strukturelles Merkmal. Durch dieses Schlissel-
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SchloB Motiv wird die quarterndre Struktur stabilisiert. Dabei wird der ,Schlissel” von Phe52
gebildet (Sayed et al. 2000). Mutationen dieses konservierten Phenylalanins zeigen, dal
dieses ,Schlissel”-Phenylalanin zwar nicht essentiell fiir die Dimerisierung ist. Allerdings ist
die katalytische Funktion und die Fahigkeit Nicht-Substrat Molekiile zu binden (Ligandin-
Funktion, siehe unten) verdandert. Der Grund dafiir ist eine Stérung der benachbarten dreidi-
mensionalen Struktur des katalytischen Zentrums an der G-site (Sayed et al. 2000).

Phe52 steht aus einem loop des einen Monomers hervor und pafit in eine hydrophobe Tasche
zwischen den a-Helices 4 und 5 der anderen Untereinheit, sieche Gustafsson et al. (2002), vgl.
Abbildung 45. Durch dieses Dimer Interface kann die Stabilitit der Konformation und die
Faltung der GSTs beeinflulst werden (Sayed et al. 2000).

Untersuchungen mit GSTs der Klasse Pi haben gezeigt, dafl die Dimer-Bildung die Tertidr-
struktur der einzelnen Monomere stabilisiert (Armstrong 1997). Es ist nicht bekannt, ob dies
auch auf die Alpha-Klasse GSTs zutrifft.

GST A4 kann (zumindest in vitro) Heterodimere mit GST A1 bilden, die als GST A1-4 be-
zeichnet werden. Gustafsson et al. (2002) exprimierten die beiden Monomere heterolog in E.
coli und zeigten, dall GST A1-4 Heterodimere gebildet werden kénnen. Da GST A1-1 und
GST A4-4 unterschiedliche Substratspezifititen haben — GST A1 v.a. fir CDNB und GST A4
v.a. flir Nonenal (siehe oben) — konnte die enzymatische Aktivitdt des GST A1-4 Heterodimers
gemessen werden, und auf diese Weise konnten Hinweise gefunden werden, ob die Unter-
einheiten im Dimer voneinander unabhdngig sind. Dabei stellte sich heraus, dall im Hetero-
dimer GST A1-4 beide Untereinheiten katalytisch aktiv sind. Allerdings zeigten sie im
Vergleich zu den Homodimeren verminderte enzymatische Aktivitdt (Gustafsson et al. 2002).
Misquitta und Colman (2005) untersuchten mit Heterodimeren aus Wildtyp und Mutanten
von hGST A1, ob die enzymatische Aktivitit der GSTs anhdngig von der Dimerisierung ist.
Dabei stellte sich heraus, da’l die Mutation einer Aminosdure in der einen Untereinheit die
enzymatische Aktivitdt der anderen Untereinheit mit beeinflufSst. Die katalytischen Zentren der
beiden Untereinheiten scheinen also miteinander verbunden zu sein. So interagiert Arg131 in
der einen Untereinheit mit Tyr9 und Arg15 bei der Bindung von Glutathion der anderen
Untereinheit (Misquitta und Colman 2005), siehe oben und Abbildung 47.

Fir die Stabilitdt des Dimers ist Trp20 wichtig. Dessen Indol-Seitenkette steht aus der einen
Untereinheit hervor und palit in eine hydrophobe Tasche der anderen Untereinheit (gebildet
von den Aminosaure-Positionen 157, 161 und 164 in der a6 Helix und 196 und 197 in der
a8 Helix) (Wallace et al. 2000). Mutationen von Trp20 destabilisierten das Dimer deutlich.

5.1.10 Ligandin-Funktion von GST A4

Die Ligandin-Funktion ermoglicht es den GSTs eine grolle Vielzahl an Nicht-Substrat Moleki-
len zu binden und diese aufzunehmen, zu transportieren oder zu speichern (Sayed et al.
2002). Diese Liganden schliefen z.B. Ham, Bilirubin, Gallensalze, Steroide, Schilddrisen-
hormone, Fettsdauren und Medikamente ein, siehe z.B. Kolobe et al. (2004); Oakley et al.
(1999).
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Uber die Ligandin-Funktion der Glutathion-S-Transferasen ist relativ wenig bekannt. Die Lage
und Eigenschaften der Ligandin-Bindestellen sind groftenteils unbekannt, siehe z.B. Kolobe et
al. (2004). Die Bindung der Nicht-Substrat Molekiile kann die katalytische Funktion der GSTs
inhibieren (Sayed et al. 2002).

Die Stochiometrie der Nicht-Substrat Liganden und des GST-Dimers variiert und ist u.a.
abhiangig von der Grolke des Liganden und der Ort der Bindung in GST (Sayed et al. 2002).

Eine Bindestelle fiir Nicht-Substrat Liganden stellt die offene Struktur der Spalte zwischen den
Dimer Untereinheiten dar (siehe oben, vgl. Abbildung 36). Diese Spalte entlang des Dimer-
Interfaces kann z.B. Aflatoxin B oder Steroid-Sulfate binden (Sayed et al. 2002). Eine weitere
Bindestelle fiir verschiedene hydrophobe Substrate iiberlappt mit der H-site (gezeigt fiir GSTs
der Klasse Pi (Kolobe et al. 2004)). Diese Bindestelle ist bei vielen GST Klassen konserviert
(Oakley et al. 1999).

5.2 Informationen zum Vacuolar Protein Sorting 28 (VPS 28)
aus Literatur und Internet-Datenbanken

5.2.1 Allgemeines

VPS 28 ist Teil des ESCRT-I Komplexes. Der ESCRT-I Komplex ist wiederum Teil des ESCRT
Protein-Komplexes, der v.a. in Endosomen fiir Sortierung und Transport ubiquitinierter
Transmembranproteine in Vesikel sorgt. So ist der ESCRT-Komplex an der Entstehung des
MVB (multivesicular body) Kompartiments mafigeblich beteiligt.

In Eukaryonten werden Proteine der Zelloberflache tber den MVB (multivesicular body)
pathway degradiert, z.B. aktivierte Wachstumsrezeptoren wie EGF oder falsch gefaltete
Transmembranproteine usw., siehe z.B. Katzmann et al. (2002); Bishop et al. (2002). Dabei
werden Transmembranproteine lber Ubiquitinierung dem MVB-Kompartiment zugefiihrt und
schlieRlich im Lysosom degradiert, sieche z.B. Hicke (2001). MVBs spielen auflerdem auch
eine Rolle bei:

* der Aufnahme von Nahrstoffen

e Zell-Kommunikation

* Immunantworten

e Budding einiger Retroviren (HIV und andere) — siehe unten.
Abbildung 48 zeigt schematisch eine Ubersicht der Funktionen des MVB Kompartiments.

Die MVB-Maschinerie besteht aus 3 Protein-Komplexen:
*  ESCRT-I (enthidlt VPS 28!)
e ESCRT-II
e ESCRT-II.

Einen kurzen Uberblick gibt z.B. Conibear (2002).
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Abbildung 48: Ubersicht iiber die Bildung und Funktionen des MVB (multivesicular body)
Kompartiments. MVBs werden gebildet, indem sich die dufere Membran eines Endosoms
einstiilpt und abknospt. An diesem Prozel’ sind die ESCRT Proteinkomplexe beteiligt, zu dem
auch VPS 28 gehért. MVBs konnen verschiedene Funktionen in verschiedenen Zelltypen
erfiillen: als Vorstufen fiir lytische Vesikel in T-Zellen (a), als Vorstufen von MHC Klasse I
Kompartimenten und Exosomen in Antigen-prdsentierenden Zellen (b), als Melanosomen in
Melanocyten (c), als spdte multivesikuldre Endosomen, die im Lysosom verdaut werden (d).
Aus Raiborg et al. (2003).

Die Protein-Komplexe der MVB-Maschinerie werden aus dem Zytoplasma an die Zellmem-
bran rekrutiert und interagieren dort mit Lipiden und ubiquitinierten Proteinen. Ubiquitinie-
rung von Membranproteinen fiihrt dazu, daf sie sich in Clathrin-ausgekleideten Bereichen
der Membran ansammeln (Sachse et al. 2002). Diese Membranbereiche knospen ins Zytosol
ab und bilden Vesikel, die in das Endosom transportiert werden.

An der Membran des Endosoms bewirkt Ubiquitin wiederum das Sorting der ubiquitinierten
Proteine, wie z.B. Rezeptoren oder anderer Proteine, so dals sie in Vesikeln ins Lumen des
Endosoms knospen (Hicke 2001; Urbanowski und Piper 2001). Das Endosom sammelt so
viele interne Vesikel an und wird so zum MVB = multivesicular body (Katzmann et al. 2002).

Wenn die im MVB enthaltenen Proteine degradiert werden, fusioniert schliellich die dullere
Membran des dann als spdtes multivesikuldres Endosom bezeichneten MVBs mit dem
Lysosom. Dessen Lipasen und Proteasen verdauen sowohl die Vesikel als auch deren Protein-
Inhalt, siehe z.B. Raiborg et al. (2003).

Xl
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Die Vacuolar Protein Sorting (VPS) Maschinerie ist verantwortlich fiir die Selektion der zu
transportierenden Proteine und den Transport in Vesikeln. Mit Hilfe von vps-Mutanten in
Hefe wurde viel Uber die Funktionen der zugehorigen Proteine aufgeklart, siehe z.B.
Raymond et al. (1992). Die VPS-Proteine sind von Hefe bis zum Menschen konserviert, vgl.
Abbildung 55, und erfiillen analoge Funktionen, siehe z.B. Hurley und Emr (2006).

5.2.2  Funktion der ESCRT-Protein-Komplexe

Die ESCRT-Komplexe, deren Protein-Untereinheiten meist die Bezeichnung VPS (wie z.B.
VPS 28) tragen, bewirken das Sorting von Proteinen in Vakuolen, die schlieBlich das MVB
(multivesicular body) Kompartiment bilden. ESCRT steht dabei fiir ,endosomal sorting
complex required for transport”. Viel iber Funktionsweise und Struktur der ESCRT Kompo-
nenten wurde erst in den letzten Jahren aufgekldart. Aufgrund der Konserviertheit vieler VPS
Proteine von Hefe bis zum Menschen gibt es oft alternative Namen fiir ein und dasselbe
Protein, vgl dazu Tabelle 9.

Tabelle 9: Orthologe der ESCRT-Proteine und akzessorischer Proteine in Hefe, Mensch, Frucht-
fliege und Nematoden. Aus Slagsvold et al. (2006).

Saccharomyces Homo sapis Drosophil lanog c habditis eleg
carevisiae
ESCRT No. A ion* No. A ion Other No. Accession Other No. Accession Other
names names names
1 Vps23p/ 1 NP_009918 1 NP_006283 Tsg101 1 NP_524120 Tsg101 1 NP_500364 C08G12.9
Stp22p°
Vps28p 1 NP_015260 2 NP_057292° 1 NP_652053 CG12770 1 CAB54493 Y87G2A.10
NF_898880°
Vps37p/ 1 NP_013220 4  AAH22363  Vps37A/HCRP1 2 AY070585 RE69619 1 NP_504474 CD44
Srn2p NP_078943 Vps37B/FLJ12750 AYDB9687 LD45836
NP_060436 Vps37C/FLJ20847
XP_379866  Vps37D/Whscr24
n Vps22p/ 1 NP_015323 1 NP_008172 EAP30 1 NP_g50987 CGE637 1 NP_498052 C27F25
Snfsp
Vps25p 1 NP_012636 1 NP_115729 EAP20 1 NP_B10398, CG14750, 1 MNP_493230 Wo2A11,2
Vps36p/ 1 NP_013521 1 NP_057158 EAP45 1 NP_B48660 CG10711 1 NP_505798 tag-318/
Vac3p F17C11.8
| Vps2p/ 1 NP_012924 2 NP_055268° CHMP2A 1 NP_651455 CG14542 1 NP_496717 Y46G5A.12
Did4p NP_940818° CHMP2B
NP_054762
Vps20p/ 1 NP_013794 1 NP_078867 CHMPG 2 NP_726213 CG4071-PB: 1 NP_4980762 YB5B4A.3
Chmép NP_611686 A and B
Vps24p/ 1 NP_012883 2 NP_D57163° CHMP3 1 NP_649451 CG9779 1 NP_494919 T27F7.1
Did3p NP_00100575
3¢
Vps32p/ 1 NP_013125 3 NP_054888 HSPC134/ 1 NP_B10462 CG8055 2 NP_505022 C37C3.3
Snf7p NP_789782 CHMP4A AAAMBRTT tag-309/
AAH14321  CHMP4B C568C10.3
CHMPAC
OthersVpsdp/ 1 NP_015488 2 NP_037377.1 VpsdA 1 NP_573258. CGE842 1 NP_4908163  Y34D9A.10
Did6p NP_004860,2 VpsdB 1
Vps27p/ 1 NP_014403 1 NP_004703.1 Hrs/HGS 3 NP_722831 Hrs/CG2903 1 NP_501375.2  hars-1
Did7p NP_525099 A,BandC
NP_722830
Hselp 1 NP_011861.1 2 NF_D03464 STAM1 1 NP_477448, Stam 1 NP_4917102  pgn-19
NP_005834 STAM2 1
Vps31p/ 1  NP_015241 1 NP_037506.2 Alix/AIP1/DRIP4 1 MNP_651582, CG12876 4 NM_066812* alx-1
Brolp 1 NM_001027543°
NM_001027542°
NM_0010275447
Vpsddp/ 1 NP_010744,1 1 NP_006350,1 SLC9A6 nd nd nd nd
Nhx1p
Vpsd6p/ 1 NP_0129611 2 NM_002768 CHMP1A 1 NP_849051, Chmp1/ 1 NP_480974,1 F23C8.6
Did2p NP_065145.2 CHMP1B 3 CG4108
Vps60p/ 1 NP_0107742 1 MNP_057494,2 CHMPS 1 MNP_648997, CG6259 1 MNP_5052191 F41E6 .9
Mos10p 1
Vtalp 1 NP_0132821 NM_016485 LIPS/SBP1 NP_647640, CG7967 NP_492138.2 T23G11.7
1
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Abbildung 49 zeigt eine Ubersicht der Funktion der ESCRT Komplexe. Zuerst wird ESCRT-I
Uber den VPS27/Hsel-Komplex (bzw. Hrs/STAM1-Komplex) an die Endosomen-Membran
lokalisiert und interagiert dort mit dem ubiquitinierten Cargo. Die Cargo-Proteine werden an
ESCRT-Il und ESCRT-IIl Ubergeben, angereichert und schliellich in MVB Vesikel sortiert,
siehe auch Abbildung 51.

(=3

| 11 ~\ 1 Plaama membrane
1 w_‘l' i e |

%

Lysosome

Abbildung 49: Schematische Darstellung des Sorting ubiquitinierten Membran-Proteinen in MVEs
(multivesikular Endosomes) und Degradierung im Lysosom. Ubiquitin (als gelbe Dreiecke
dargestellt) wird an Proteine gebunden, die vom Golgi Apparat oder der Plasmamembran kom-
men. Dadurch werden diese Proteine an bestimmten Bereichen der Endosomenmembran, die
Clathrin und das Protein Hrs enthalten, zurlickgehalten. Das bewirkt das Sorting dieser Proteine in
Vesikel und schliellich deren Verdau im Lysosom. Proteine, die nicht ubiquitiniert sind, werden
nicht durch Hrs/Clathrin zuriickgehalten und gelangen wieder an die Plasmamembran. Aus
Raiborg et al. (2003).

5.2.3 Struktur und Funktion von VPS 28 bzw. des ESCRT-I Kom-
plexes

Der ESCRT-I Komplex hat ein Molekulargewicht von 350 kD und besteht aus drei Unterein-
heiten im 1:1:1 Verhéltnis (Kostelansky et al. 2006):

* VPS23
* VPS28
e VPS37.
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Kiirzlich wurde ein weiteres Protein mit der Bezeichnung Mvb12 als Komponente des ESCRT-
| Komplexes neu entdeckt, siehe Oestreich et al. (2007); Curtiss et al. (2007). Mit Mvb12
bilden die anderen ESCRT-I Komponenten ein 1:1:1:1 Heterotetramer (Gill et al. 2007). Da
aber iber die Funktion des Mvb12 Proteins sehr wenig bekannt ist, wird es im folgenden
nicht berticksichtigt.

Die Struktur des ESCRT-I Komplexes besteht aus einem starren Kern (Core), der von Teilen
aller drei Untereinheiten gebildet wird, und drei flexiblen Armen, die jeweils von einer
Untereinheit gebildet werden. Uber die flexiblen Arme finden die Interaktionen mit den
anderen Untereinheiten und mit Cargo-Proteinen statt.

Abbildung 50 zeigt schematisch den Aufbau der ESCRT-I und ESCRT-II Komplexe. Beide
ESCRT-Komplexe bestehen aus einem starren zentralen Teil (Core), der kristallisiert werden
konnte (siehe unten), und flexiblen Domanen, die aus der zentralen Struktur herausragen.
Der Core des ESCRT-I Komplexes besteht aus:

¢ dem C-terminalen Teil von VPS 37,

¢ dem C-terminalen Teil von VPS 23 und

e dem N-terminalen Teil von VPS 28.

ESCRT-I ESCRT-II

RT" Core GLUE

Vps27 Ub
Hse1

'f \;b ESCRT-III

Abbildung 50: Schematische Darstellung des ESCRT-1 Komplexes (enthdlt VPS 28) und des
ESCRT-Il Komplexes. Erlduterung siehe Text. Aus Babst (2006).
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Der ESCRT-II Komplex besteht ebenfalls aus einem starren zentralen Teil (Core) und flexiblen
daraus hervorstehenden Bereichen (Hierro et al. 2004). Der ESCRT-II Komplex ist aus folgen-
den Untereinheiten aufgebaut:

* VPS 36 mit der flexiblen GLUE Domdne

* VPS 22 und

* zwei Teilen VPS 25.

Uber die flexiblen Seitenarme finden verschiedene funktionell bedeutsame Interaktionen statt:
* (iber die UEV-Domine von VPS 23 mit VPS27/Hsel (bzw. Hrs/STAMT), das den
ESCRT-I Komplex an die Membran dirigiert (siehe oben) und selbst mit bestimmten
Membranlipiden (z.B. Phosphatidylinositol-3-phosphat) und dem ubiquitinierten Car-
go-Protein interagiert
* mit dem ubiquitinierten Cargo-Protein tiber die UEV-Domdne von VPS 23 und die
GLUE-Domane von VPS 36
* mit bestimmten Membranlipiden (wie z.B. Phosphatidylinositol-3-phosphat) tiber die
UEV-Domane von VPS 23.

Uber die Interaktion der C-terminalen Domine von VPS 28 des ESCRT-I Komplexes mit der
GLUE-Domane von VPS 36 des ESCRT-II Komplexes findet die Interaktion zwischen ESCRT-I
und ESCRT-II statt. Die VPS 25 Untereinheiten des ESCRT-II Komplexes ist verantwortlich fiir
die Herstellung des Kontaktes zum ESCRT-III Komplex.

ESCRTII @

ESCRT-II

ESCRT-I

Endosomal
membrane

Ptdins(3)P  Cargo PtdIns(3,5)P;

Cargo sorting

-

Endosomal maturation

Abbildung 51: Ablauf des sorting von ubiquitinierten Proteinen in Vesikel durch die ESCRT-
Maschinerie. Zur Erkldrung siehe Text. Aus Slagsvold et al. (2006).

Der gesamte Prozels des Sorting von Proteinen in Vesikel durch die ESCRT-Maschinerie ist in
Abbildung 51 dargestellt. Transmembranproteine, die ubiquitiniert sind und in der Endoso-
menmembran sitzen, werden Uber Hsel/VPS 27 (bzw. Hrs/STAMT1) kontaktiert und in
Membranbereiche konzentriert, die reich an bestimmten Phospholipiden (wie Phosphatidyli-
nositol-3-phosphat) sind (Gillooly et al. 2003), indem Hse1/VPS 27 diese Phospholipide zu
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binden vermag. Der ESCRT-I Komplex kontaktiert iber die UEV-Domdne der Untereinheit
VPS 23 einerseits HSE1/VPS 27 und wird so aus dem Zytoplasma an die Membran geholt
(Razi und Futter 2006). Andererseits wird tber die UEV-Domdne das ubiquitinierte Cargo-
Protein kontaktiert. Uber den C-terminalen Teil von VPS 28 wird der Kontakt zum ESCRT-II
hergestellt. Die GLUE-Doméne der Untereinheit VPS 36 bindet sowohl VPS 28 aus ESCRT-I
als auch das ubiquitinierte Cargo-Protein, das auf diese Weise an ESCRT-II iibergeben wird
(Teo et al. 2006). Die beiden VPS 25 Untereinheiten des ESCRT-II Komplexes rekrutieren
ESCRT-III, indem sie dessen Untereinheit VPS 20 binden (Babst et al. 2002). Der ESCRT-III
Komplex assoziiert mit der Membran vermutlich tiber Myristylierung der VPS 20 Untereinheit
und durch die Fahigkeit der VPS 24 Untereinheit, bestimmte Membranlipide zu binden.
ESCRT-IIl bildet an der Membran als Heteromultimer und bewirkt dadurch vermutlich die
Einstilpung der Membran (Slagsvold et al. 2006). Durch die ATPase-Aktivitit von VPS 4
werden die ESCRT-IIl Molekile wieder ins Zytoplasma entlassen und das Vesikel schnirt sich
nach innen in das Endosom ab (Bishop und Woodman 2000).

Bevor das Vesikel sich abschniirt, werden de-ubiquitinierende Enzyme durch ESCRT-III
rekrutiert, die daftr sorgen, dall Ubiquitin nicht mit ins Vesikel kommt und méglicherweise
im Lysosom verdaut wird, sondern recycelt wird (Dupre und Haguenauer-Tsapis 2001;
McCullough et al. 2006).

5.2.4 Kristallstruktur des ESCRT-1 Komplexes und von VPS 28

Die Kristallstruktur des Core von ESCRT-I konnte kiirzlich aufgeklart werden (Kostelansky et
al. 2006). Er wird gebildet aus dem C-Terminus von VPS 23, dem N-Terminus von VPS 28
und dem C-Terminus von VPS 37. Aus diesem Core ragen flexible Seitenarme aller 3
Untereinheiten hervor, siehe oben. Jede der drei Untereinheiten enthilt ein strukturell
ahnliches Paar an Alpha-Helices. Die Kristallstruktur des ESCRT-I core zeigt Abbildung 52.

Abbildung 52: Darstellung des ESCRT-I core. Erliuterungen siehe Text. Aus Kostelansky et al.
(2006).

XVII



Anhang

5.2.5 Rolle der ESCRT Komplexe beim Budding von HIV (und
anderen Retroviren)

HIV, weitere Retroviren und Ebola-Virus interagieren mit Komponenten der ESCRT Maschine-
rie. Diese Interaktionen sind notwendig fiir das Ausknospen (Budding) dieser Viren aus den
Zellen (Martin-Serrano et al. 2001, 2003b; Pornillos et al. 2002b).

Die Gag-Proteine spielen bei der Freisetzung der Retroviren aus infizierten Zellen eine
wichtige Rolle. Das HIV Gag-Protein besitzt im C-terminalen Bereich die p6 Domane. Diese
enthdlt die Tetrapeptid-Signalsequenz PTAP, die sogenannte L-Domine (late-budding
domain) (Demirov und Freed 2004). Diese PTAP-Sequenz ist (fast) identisch zu der in Hrs
(Pornillos et al. 2002a, 2003; Clague und Urbe 2003). (Hrs ist das Protein, das ESCRT-I bindet
und an die Plasmamembran dirigiert — siehe oben Abbildung 51.) Sowohl Hrs als auch Gag-
Protein mit PTAP Sequenz kénnen mit Tsg101 = VPS23 in ESCRT-I interagieren (Katzmann et
al. 2003; Bache et al. 2003).

Abbildung 53 illustriert die Parallelen des Sortings von Proteinen in Vesikel und des Budding
von HIV.
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Abbildung 53: Parallelen zwischen dem sorting ubiquitinierter Membranproteine via MVB
pathway und viralem Budding. b) Im MVB pathway werden ubiquitinierte Membranproteine wie
z.B. Rezeptoren in Membranbereichen der Endosomenmembran konzentriert, die mit Clathrin
ausgekleidet sind. Fiir die Inkorporation dieser ubiquitinierten Proteine in Vesikel, die sich nach
innen abschniiren, ist zundchst die Interaktion mit Tsg101 (= VPS 23) des ESCRT-I Komplexes
notig. Unter Beteiligung weiterer Komponenten der ESCRT Maschinerie schniirt sich schlief8lich
das Vesikel nach innen ab. a) Budding von HIV-1 aus der Plasmamembran. Das Gag Polyprotein
bewirkt das selfassembly der Viruspartikel an der Plasmamembran. Uber die L-Domine von Gag
wird Tsg101 (= VPS 23) des ESCRT-I Komplexes rekrutiert. Uber Prozesse, die parallel zum MVB
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pathway verlaufen, werden HIV-Partikel von der Plasmamembran nach auen freigesetzt. Aus
Clague und Urbe (2003).

Nicht nur ein intakter ESCRT-I Komplex inklusive aller Komponenten (insbesondere auch
VPS 28) ist essentiell nétig fiir das Budding von HIV (Martin-Serrano et al. 2003b), sondern
auch weitere Komponenten der ESCRT-Maschinerie wie VPS 4 und der ESCRT-IlIl Komplex
(Garrus et al. 2001; Strack et al. 2003; von Schwedler et al. 2003).

Sowohl der Transport von Proteinen {ber die MVBs als auch das Budding der Retroviren wird
tber Ubiquitin-Ligasen reguliert. Die Gag L-Domanen werden ubiquitiniert (Patnaik et al.
2000; Strack et al. 2000). Die Freisetzung von Viren mit PTAP-Motiv, wie bei HIV, kann
durch Proteasom-Inhibitoren gehemmt werden, wahrscheinlich weil diese die verfiighare
Menge an Ubiquitin verringern (Patnaik et al. 2000).

Eine Beteiligung von ESCRT-Il am Prozels des Budding konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden (Slagsvold et al. 2006). Aus der Kristallstruktur konnte abgeleitet werden, dal die C-
terminale Domane von VPS 28 (Teil des ESCRT-I Komplexes) direkt die VPS 20 Untereinheit
des ESCRT-Ill Komplexes kontaktieren kann (Pineda-Molina et al. 2006).

In Makrophagen knospt HIV zundchst in MVBs — diese fusionieren dann mit der Plasmamem-
bran. Auf diese Weise werden die Viren freigesetzt (Raposo et al. 2002; Pelchen-Matthews et
al. 2003) siehe auch Abbildung 54.

’A —> JL \g%/ Be @ cescrri © Ubiquitin

ATP Endocytosis O ESCRTI caFR
@ =scrmu
‘ Alix ¢ EGF
\ . Vps4 OGag
ATP
AT

Abbildung 54: Gebrauch der ESCRT Maschinerie durch Viren. Obere Halfte der Abbildung:
ubiquitinierte Proteine der Zellmembran (wie z.B. EGF-Rezeptor nach der Bindung von EGF)
werden endocytiert. An der Endosomenmembran werden die ubiquitinierten Proteine von ESCRT-
[, -Il und -1l erkannt und in multivesicular bodies (MVBs) sortiert (rechter Teil der Abbildung). Auf
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dhnliche Weise konnen ubiquitinierte Gag-Proteine ESCRT-I und -III rekrutieren. Auf diese Weise
knospt HIV in Makrophagen zunichst in MVBs, die dann mit der Plasmamembran fusionieren und
so die Viren freisetzen (untere linke Halfte der Abbildung). Alternativ knnen Gag-Proteine auch
mit der Plasmamembran interagieren und lber Interaktionen mit verschiedenen Bestandteilen der
ESCRT Komplexe das Budding bewirken (linke Halfte der Abbildung). Aus Slagsvold et al. (2006).

Alternativ konnen die Viren direkt aus der Plasmamembran knospen. Hier wird ESCRT-I an
die Plasmamembran rekrutiert und interagiert mit den Gag-Proteinen. Verschiedene Viren mit
unterschiedlichen L Domdnen benutzen unterschiedliche Adapter-Molekiile, die sie auf
unterschiedliche Weise mit der ESCRT-Maschinerie verbinden (Martin-Serrano et al. 2003a),
vgl. auch Abbildung 54.

5.2.6  Genomische Organisation und Expressionsprofil von VPS 28

Abbildung 55 zeigt die Aminosduresequenz von VPS 28 verschiedener Organismen von Hefe
bis zum Menschen und illustriert damit die Konserviertheit dieses Proteins in der Evolution.
Aullerdem sind in dieser Abbildung die Bereiche markiert, die zur Konstruktion der VPS 28
Fragmente benutzt und auf Interaktion mit Rev untersucht wurden, siehe 3.2.1.4 und 4.4.2.2.

S. cerevisiae

S. cerevisiae ..MQKHNIKLNONQDISQLFHD
H. sapiens MFHGIPA \

c. elegans

. melanogaster

A. thaliana

td it

S. cerevisiae

S. cerevisiae
H. sapiens |
c. elegans A

A. thaliana ¥

S. cerevisiae

S. cerevisiae STTTSAPSGDNKOSSS sk xFIN
H. sapiens
c. elegans

P P PP 3

A. thaliana

S. cerevisiae

S. cerevisiae R
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¢c. elegans R
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‘-‘l-- g o
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Abbildung 55: Primdrsequenz des VPS 28 Proteins. Dargestellt ist ein Alignment der
Proteinsequenzen von VPS 28 aus verschiedenen Organismen, wie in der Abbildung bezeichnet.
Es sind die Bereiche eingezeichnet, die zur Konstruktion der humanen VPS 28 Fragmente
verwendet wurden (sieche 3.2.1.4): blau bezeichnet den N-terminalen Teil aa 2-123, rot den
mittleren Teil aa 85-176 und griin den C-terminalen Teil aa 124-221. Die Aminosdure-Angaben
beziehen sich auf die humane Sequenz. Aus Pineda-Molina et al. (2006), verandert.
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Breakdown by Tissue

Hs 418175
adipose tissue 234w 3/12777
adrenal gland 186%™ 6/32215
ascites 24 = 1/40022
bladder 34 =  1/29175
blood 125» 15/119874
bone 41 =  3/71667
bone marrow 168w 8/47392
brain 65 = 58/890811
cervix 21 = 1/47558
cochlea 0 0/16098
colon 104= 19/181250
connective tissue 55 =  8/145437
cranial nerve 0 0/18109
embryonic tissue 66 # 13/194985
esophagus 52 = 1/18916
eye 75 = 15/199696
heart 240%™ 21/87149
kidney 67 = 14/206123
larynx 123™  3/24256
liver 55 = 11/197800
lung 119% 40/333931
lymph 0 0/44428
lymph node 77 = 7/90609
mammary gland  131# 20/151863
mouth 47 = 3/62897
muscle 75 = 8/106514
nerve 127%™ 2/15645
ovary 296« 30/101128
pancreas 140%™ 30/214089
parathyroid 632% 13/20554
pharynx 119% 5/41803
pituitary gland 60 = 1/16586
placenta 67 = 19/281155
prostate 79 = 15/189548
salivary gland 0 0/20254
skin 107= 20/186159
small intestine 92 =  4/43311
spleen 178%™  9/50510
stomach 31 = 3/95320
testis 71 = 24/337730
thymus 161= 12/74105
thyroid 105%™ 5/47348
tonsil 0 0/17026
trachea 21 = 1/46887
umbilical cord 73 » 1/13515
uterus 87 = 20/228444
vascular 20 = 1/49597
whole body 162%™  7/43023
whole brain 52 = 7/133484

Abbildung 56: Expressionsprofil

Breakdown by Health State

Hs.418175

adrenal tumor 314 4/12703
bone tumor 120 12/99675
breast (mammary 150 14793020
gland) cancer

cervical tumor 29 = 1/33938
colorectal cancer 80 # 9/112359
esophageal tumor 0 0/16386
?uans]t:r)lntestmal 58 @ 7/119030
germ celltumor 39 = 10/254527
glioma 93 = 10/106450
head andneck 75 = 10/133267
kidney tumor 29 = 2/67205
leukemia 96 = 9/93575
liver tumor 34 = 3/88101
lymphoma 69 =» 5/72121
non-glioma 109%™ 14/128043
non-neoplasia 44 = 4/90133
normal 96 # 311/3231433
ovarian tumor 341w 26/76097
pancreatic tumor 133% 14/104989

81 = 9/111050
183%™ 19/103597

prostate tumor
respiratory tract

tumor

retinoblastoma 64 = 3/46485
skin tumor 80 = 10/124880
soft tissue/muscle

tissue tumor 47 = 6/125478

urinary bladder 0
tumor
uterine tumor

0/26381
110= 10/90251

Breakdown by Developmental

Stage
Hs.418175

embryo 77 ™ 14/179566
embryoid body 56 = 4/70535
fetus 126= 70/553710
neonate (less than

4 weeks old) 75 = 2/26593
infant (less than 3

years old) 0 0/21845
juvenile (less than

17 years old) 18 = 1/53891

adult (17 years old 113 @ 217/1909841

and older)

13 1131488
’ 0262332
'
)

von VPS 28

im ESTProfile der Datenbank UniGene

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Hs.418175)
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Abbildung 56 zeigt das Expressionsprofil von humanem VPS 28 im ESTProfile der Datenbank
UniGene (Hs.418175 VPS 28) — Stand IV-2007. Hier ist fir eine Anzahl an humanen Gewe-
ben der Anteil VPS 28-Transkripte angegeben. VPS 28 wird in vielen Geweben exprimiert,
besonders stark in Nebenschilddriise. Im Vergleich zur Expressionsstirke des gesamten
Korpers wird es relativ stark in Ovarien und Herz exprimiert. Die Expression in Blut, Kno-
chenmark, Milz und Thymus entspricht ungefihr dem Korperdurchschnitt. Schwacher wird
VPS 28 z.B. in Gehirn exprimiert.

5.3 Abkiirzungen

3-AT 3-Amino-1,2,4-triazol

aa Aminosduren

AIDS aquired immuno- deficiency syndrome

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

BLASTn Basic Local Alignment Search Tool for nucleotides
BLASTp Basic Local Alignment Search Tool for proteins
BM BacterioMatch

BSA Bovine Serum Albumine

CDNB 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen

CFP cyan fluorescent protein

cfu colony forming units

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DTT) Dithiothreitol

EBI European Bioinformatics Institute

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EGTA Ethyleneglycol-bis(b-aminoethyl)-N,N,N’,N'- tetraessigsdure
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer

GDP Guanosin-Diphosphat

GFP green fluorescent protein

GLUE GRAM-like ubiquitin-binding in EAP45

GTP Guanosin-Triphosphat

HAART highly active antiretroviral therapy

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HNE 4-Hydroxynon-2-enal

IPTG Isopropyl-beta-D-thiogalactosid

LDH Lactat-Dehydrogenase

LTR Long Terminal Repeat

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
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NCBI National Center for Biotechnology Information
NES Nuclear export signal

NLS Nuclear localisation signal

NPC Nuclear pore complex

oD optische Dichte

ONPG 2-Nitrophenyl-§-D-galactopyranosid
ORF open reading frame

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

RNA Ribonukleinsdure

RRE Rev Response Element

5.0. siehe oben

s.u. siehe unten

SDS Sodium Dodecyl Sulfate

v.a. vor allem

vgl. vergleiche

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranosid
YFP yellow fluorescent protein

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentrales Nervensystem

5.4 BLAST Analyse

Durch BLAST Analyse wurden die Identititen der beiden in dieser Arbeit aus einer cDNA-
Bibliothek gefundenen neuen Rev-interagierenden Proteine bestimmt, siehe Tabelle 5. Hier
sind die Eintrdge der Nukleotid Datenbank des NCBI wiedergegeben.

GST A4 : Accession number NM_001512

NM_001512. Reports Homo sapiens glut...[gi:23065568]

LOCUS NM_001512 1317bp mRNA linear PRI02-MAR-2005
DEFINITION Homo sapiens glutathione S-transferase A4 (GSTA4), mRNA.
ACCESSION NM_001512

VERSION NM_001512.2 GI:23065568

KEYWORDS .

SOURCE  Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Catarrhini;
Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Engle,M.R., Singh,S.P., Czernik,P.J., Gaddy,D., Montague,D.C.,
Ceci,J.D., Yang,Y., Awasthi,S., Awasthi,Y.C. and Zimniak,P.

TITLE Physiological role of mGSTA4-4, a glutathione S-transferase
metabolizing 4-hydroxynonenal: generation and analysis of mGsta4
null mouse

JOURNAL Toxicol. Appl. Pharmacol. 194 (3), 296-308 (2004)
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PUBMED 14761685

REMARK GeneRIF: null mice had a significantly lower survival time than
wild-type controls when chronically treated with relatively low
doses of paraquat, a finding consistent with a role of glutathione
transferase A4-4 in the defense against oxidative stress

REFERENCE 2 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Gallagher,E.P. and Gardner,J.L.

TITLE Comparative expression of two alpha class glutathione
S-transferases in human adult and prenatal liver tissues

JOURNAL Biochem. Pharmacol. 63 (11), 2025-2036 (2002)

PUBMED 12093480

REMARK GeneRIF: expression of hGSTA1/2 and hGSTA4 steady-state mRNAs in

second trimester prenatal livers
REFERENCE 3 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Gustafsson,A., Nilsson,L.O. and Mannervik,B.

TITLE Hybridization of alpha class subunits generating a functional
glutathione transferase A1-4 heterodimer

JOURNAL J. Mol. Biol. 316 (2), 395-406 (2002)

PUBMED 11851347

REMARK GeneRIF: ability of the two Alpha class subunit interfaces to adopt

a functional heterodimeric structure
REFERENCE 4 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Ketterer,B.

TITLE A bird's eye view of the glutathione transferase field

JOURNAL Chem. Biol. Interact. 138 (1), 27-42 (2001)

PUBMED 11640913
REMARK Review article
REFERENCE 5 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Bruns,C.M., Hubatsch,I., Ridderstrom,M., Mannervik,B. and
Tainer,J.A.

TITLE Human glutathione transferase A4-4 crystal structures and
mutagenesis reveal the basis of high catalytic efficiency with
toxic lipid peroxidation products

JOURNAL J. Mol. Biol. 288 (3), 427-439 (1999)

PUBMED 10329152
REFERENCE 6 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Desmots,F., Rauch,C., Henry,C., Guillouzo,A. and Morel ,F.

TITLE Genomic organization, 5'-flanking region and chromosomal
localization of the human glutathione transferase A4 gene

JOURNAL Biochem. J. 336 (PT 2), 437-442 (1998)

PUBMED 9820822
REFERENCE 7 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Liu,S., Stoesz,S.P. and Pickett,C.B.

TITLE Identification of a novel human glutathione S-transferase using
bioinformatics

JOURNAL Arch. Biochem. Biophys. 352 (2), 306-313 (1998)

PUBMED 9587421
REFERENCE 8 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Board,P.G.

TITLE Identification of cDNAs encoding two human alpha class glutathione
transferases (GSTA3 and GSTA4) and the heterologous expression of
GSTA4-4

JOURNAL Biochem. J. 330 (PT 2), 827-831 (1998)

PUBMED 9480897
REFERENCE 9 (bases 1 to 1317)

AUTHORS Hubatsch,I., Ridderstrom,M. and Mannervik,B.

TITLE Human glutathione transferase A4-4: an alpha class enzyme with high
catalytic efficiency in the conjugation of 4-hydroxynonenal and
other genotoxic products of lipid peroxidation

JOURNAL Biochem. J. 330 (PT 1), 175-179 (1998)

PUBMED 9461507
COMMENT REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The
reference sequence was derived from AF025887.1 and BG716171.1.
On Sep 17, 2002 this sequence version replaced gi:4504172.

Summary: Cytosolic and membrane-bound forms of glutathione
S-transferase are encoded by two distinct supergene families. These
enzymes are involved in cellular defense against toxic,

carcinogenic, and pharmacologically active electrophilic compounds.
At present, eight distinct classes of the soluble cytoplasmic
mammalian glutathione S-transferases have been identified: alpha,
kappa, mu, omega, pi, sigma, theta and zeta. This gene encodes a
glutathione S-tranferase belonging to the alpha class. The alpha
class genes, which are located in a cluster on chromosome 6, are
highly related and encode enzymes with glutathione peroxidase
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activity that function in the detoxification of lipid peroxidation
products. Reactive electrophiles produced by oxidative metabolism
have been linked to a number of degenerative diseases including
Parkinson's disease, Alzheimer's disease, cataract formation, and
atherosclerosis.
COMPLETENESS: complete on the 3' end.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1317
/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="6"
/map="6p12.1"
gene 1..1317
/gene="GSTA4"
/note="synonyms: GTA4, GSTA4-4"
/db_xref="GenelD:2941"
/db_xref="MIM:605450"
CDS 113..781
/gene="GSTA4"
/EC_number="2.5.1.18"
/note="glutathione S-alkyltransferase A4; glutathione
S-aryltransferase A4; S-(hydroxyalkyl)glutathione lyase
A4; glutathione S-aralkyltransferase A4; glutathione
transferase A4-4; GST class-alpha; glutathione
S-transferase, alpha 4;
go_function: transferase activity [goid 0016740] [evidence
IEA];
go_function: glutathione transferase activity [goid
0004364] [evidence TAS] [pmid 9480897];
go_process: metabolism [goid 0008152] [evidence IEA];
go_process: response to stress [goid 0006950] [evidence
NR]"
/codon_start=1
/product="glutathione S-transferase A4"
/protein_id="NP_001503.1"
/db_xref="GI:4504173"
/db_xref="CCDS:CCDS4948.1"
/db_xref="GenelD:2941"
/db_xref="MIM:605450"
/translation="MAARPKLHYPNGRGRMESVRWVLAAAGVEFDEEFLETKEQLYKL
QDGNHLLFQQVPMVEIDGMKLVQTRSILHYIADKHNLFGKNLKERTLIDMY VEGTLDL
LELLIMHPFLKPDDQQKEVVNMAQKAIIRYFPVFEKILRGHGQSFLVGNQLSLADVIL
LQTILALEEKIPNILSAFPFLQEYTVKLSNIPTIKRFLEPGSKKKPPPDEIYVRTVYN
IFRP"
polyA_signal 1277..1282
/gene="GSTA4"
polyA_site 1298
/gene="GSTA4"
/evidence=experimental
ORIGIN
1 agctecegeg cgetagagee geetgetggt ctcaccecage cgggaccget gacetggege
61 tttgtgcggc tccaggeete cgagtggact ccagaaagec tgaaaageta tcatggeage
121 aaggcccaag ctccactate ccaacggaag aggecggatg gagtecgtga gatgggtttt
181 agctgeegee ggagtegagt ttgatgaaga atttctggaa acaaaagaac agttgtacaa
241 gttgcaggat ggtaaccacc tgetgttcca acaagtgeee atggttgaaa ttgacgggat
301 gaagttggta cagacccgaa geattctcea ctacatagca gacaageaca atctctttgg
361 caagaacctc aaggagagaa ccctgattga catgtacgtg gaggggacac tggatctget
421 ggaactgctt atcatgcatc ctttcttaaa accagatgat cagcaaaagg aagtggttaa
481 catggcccag aaggctataa ttagatactt tcctgtgttt gaaaagattt taaggggtea
541 cggacaaagc tttcttgttg gtaatcagct gageettgea gatgtgattt tactccaaac
601 cattttagct ctagaagaga aaattcctaa tatcetgtct geatttectt tectccagga
661 atacacagtg aaactaagta atatccctac aattaagaga ttccttgaac ctggeagcaa
721 gaagaagcct cccectgatg aaatttatgt gagaaccgtc tacaacatct ttaggccata
781 aaacaacaca tccatgtgtg agtgacagtg tgttcctaga gatggtattg tctacagtca
841 tgtcttaatg gatcccagct ctgtcatggt getatctatg tattaagttg ggtectaagt
901 tgggtetttt gtgtcaacga gatcatctct tctagaaata tcaacctttt ttgtccagta
961 aataattgtt aggggatctt tattggaaaa cttttttgga gaggcetggta tttaagttag
1021 atctgattgg gctactcatg tectgtagee agttcatect cataataaga atgggeagga
1081 tetcttgtte tetcetgagt gtetttetac tetectgage gtetttetge tetecttate
1141 ctgttctett atccttatce cetccagtet ctgectaatt tttagtgttt aataacaacc
1201 gaatgtctag taaatgactc tcctctgage tgtaataaat aaaatggtag taatgaatge
1261 aatcagtatt agccaaaata aagaatttat gagtcattaa aaaaaaaaaa aaaaaaa
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VPS 28: Accession number NM_016208

LOCUS  NM_016208 1065bp mRNA linear PRI02-MAR-2007
DEFINITION Homo sapiens vacuolar protein sorting 28 homolog (S. cerevisiae)
(VPS28), transcript variant 1, mRNA.
ACCESSION NM_016208
VERSION NM_016208.2 GI:34452691
KEYWORDS
SOURCE  Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Hui,EK., Barman,S., Tang,D.H., France,B. and Nayak,D.P.
TITLE YRKL sequence of influenza virus M1 functions as the L domain motif
and interacts with VPS28 and Cdc42
JOURNAL J. Virol. 80 (5),2291-2308 (2006)
PUBMED 16474136
REMARK GeneRIF: results indicated that VPS28 and Cdc42are associated with
the influenza A virus M1 protein and are nvolved in the influenza
virus life cycle.
Retracted:[Hui EK, Barman S, Yang TY, Tang DH, France B, Nayak DP.
J Virol. 2006 Oct;80(20):10289. PMID: 17005709]
REFERENCE 2 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Eastman,S.W., Martin-Serrano,J., Chung,W., Zang,T. and
Bieniasz,P.D.
TITLE Identification of human VPS37C, a component of endosomal sorting
complex required for transport-I important for viral budding
JOURNAL J. Biol. Chem. 280 (1), 628-636 (2005)
PUBMED 15509564
REFERENCE 3 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Bache K.G., Slagsvold,T., Cabezas,A., Rosendal K.R., Raiborg,C. and
Stenmark,H.
TITLE The growth-regulatory protein HCRP1/hVps37A is a subunit of
mammalian ESCRT-I and mediates receptor down-regulation
JOURNAL Mol. Biol. Cell 15 (9), 4337-4346 (2004)
PUBMED 15240819
REFERENCE 4 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Raiborg,C., Rusten,T.E. and Stenmark,H.
TITLE Protein sorting into multivesicular endosomes
JOURNAL Curr. Opin. Cell Biol. 15 (4), 446-455 (2003)
PUBMED 12892785
REMARK Review article
REFERENCE 5 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Tanzi,G.O., Piefer,A.J. and Bates,P.
TITLE Equine infectious anemia virus utilizes host vesicular protein
sorting machinery during particle release
JOURNAL J. Virol. 77 (15), 8440-8447 (2003)
PUBMED 12857913
REMARK GeneRIF: EIAV Gag interacts with a cellular component of the VPS
machinery, VPS28, to accomplish efficient particle release
REFERENCE 6 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Martin-Serrano,J., Zang,T. and Bieniasz,P.D.
TITLE Role of ESCRT-I in retroviral budding
JOURNAL J. Virol. 77 (8), 4794-4804 (2003)
PUBMED 12663786
REFERENCE 7 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Bishop,N., Horman,A. and Woodman,P.
TITLE Mammalian class E vps proteins recognize ubiquitin and act in the
removal of endosomal protein-ubiquitin conjugates
JOURNAL J. Cell Biol. 157 (1), 91-101 (2002)
PUBMED 11916981
REMARK GeneRIF: recognize ubiquitin and act in the removal of endosomal
protein-ubiquitin conjugates.
REFERENCE 8 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Suzuki,H., Fukunishi,Y., Kagawa,l., Saito,R., Oda,H., Endo,T.,
Kondo,S., Bono,H., Okazaki,Y. and Hayashizaki,Y.
TITLE Protein-protein interaction panel using mouse full-length cDNAs
JOURNAL Genome Res. 11 (10), 1758-1765 (2001)
PUBMED 11591653
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REFERENCE 9 (bases 1 to 1065)
AUTHORS Bishop,N. and Woodman,P.
TITLE TSG101/mammalian VPS23 and mammalian VPS28 interact directly and

JOUR

are recruited to VPS4-induced endosomes
NAL J. Biol. Chem. 276 (15), 11735-11742 (2001)

PUBMED 11134028
COMMENT REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The

reference sequence was derived from AK026865.1 and BU658837.1.
On Sep 4, 2003 this sequence version replaced gi:7705884.

Summary: This gene encodes a protein involved in endosomal sorting
of cell surface receptors via a multivesicular body/late endosome
pathway. The encoded protein is one of the three subunits of the
ESCRT-I complex (endosomal complexes required for transport)
involved in the sorting of ubiquitinated proteins. The two other
subunits of ESCRT-I are vesicular protein sorting 23, also known as
tumor susceptibility gene 101 (TSG101), and vesicular protein
sorting 37. Two alternative transcripts encoding different isoforms
have been described. Additional alternative transcripts may exist
but the proteins encoded by these transcripts have not been

verified experimentally.

Transcript Variant: This variant (1) encodes the predominant
isoform (1).
COMPLETENESS: complete on the 3' end.

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1065

/organism="Homo sapiens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="8"
/map="8q24.3"

gene 1..1065

/gene="VPS28"

/note="vacuolar protein sorting 28 homolog (S.
cerevisiae); synonym: MGC60323"
/db_xref="GenelD:51160"
/db_xref="HGNC:18178"
/db_xref="HPRD:11675"

CDS 91..756

STS

STS

STS

/gene="VPS28"
/GO_component="cytosol [pmid 11134028]; endosome [pmid
11134028]"
/GO_function="protein binding [pmid 11134028]"
/GO_process="protein transport"
/note="isoform 1 is encoded by transcript variant 1; yeast
class E protein Vps28p homolog"
/codon_start=1
/product="vacuolar protein sorting 28 isoform 1"
/protein_id="NP_057292.1"
/db_xref="GI:7705885"
/db_xref="CCDS:CCDS6425.1"
/db_xref="GenelD:51160"
/db_xref="HGNC:18178"
/db_xref="HPRD:11675"
/translation="MFHGIPATPGIGAPGNKPELYEEVKLYKNAREREKYDNMAELFA
VVKTMQALEKAYIKDCVSPSEYTAACSRLLVQYKAAFRQVQGSEISSIDEFCRKFRLD
CPLAMERIKEDRPITIKDDKGNLNRCIADVVSLFITVMDKLRLEIRAMDEIQPDLREL
METMHRMSHLPPDFEGRQTVSQWLQTLSGMSASDELDDSQVRQMLFDLESAYNAFNRF
LHA"
242.362
/gene="VPS28"
/standard_name="MARC_23623-23624:1027527533:1"
/db_xref="UniSTS:268725"
713..852
/gene="VPS28"
/standard_name="RH16000"
/db_xref="UniSTS:88627"
840..940
/gene="VPS28"
/standard_name="A006J21"
/db_xref="UniSTS:57306"

polyA_signal 922..927

/gene="VPS28"

polyA_site 939
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/gene="VPS28"
polyA_site 944
/gene="VPS28"
ORIGIN
1 cgetgaccga gegeacceeg ceeeeggege catettceeg accgegagece gtecaggtet

61 cagtgetgtg ccceccccag agectagagg atgtttcatg ggatcccage cacgeeggge
121 ataggagccc ctgggaacaa gecggagcetg tatgaggaag tgaagttgta caagaacgee
181 cgggagaggg agaagtacga caacatggea gagcetgtttg cggtggtgaa gacaatgcaa
241 gcectggaga aggectacat caaggactgt gtctceecca gegagtacac tgecagectge
301 teccggetee tggtccaata caaagetgece ttcaggeagg tccagggcete agaaatcage
361 tctattgacg aattctgecg caagttccge ctggactgee cgetggeceat ggageggate
421 aaggaggacc ggcccatcac catcaaggac gacaagggea acctcaaccg ctgeatcgea
481 gacgtggtct cgctcttcat cacggtcatg gacaagetge gectggagat ccgegecatg
541 gatgagatcc agccegacct gcgagagetg atggagacca tgecaccgeat gagecacctc
601 ccacccgact ttgagggeeg ccagacggte agecagtgge tgecagaccect gageggeatg
661 tcggegtcag atgagetgga cgactcacag gtgegtcaga tgetgttcga cetggagtea
721 gcctacaacg ccttcaaccg cttectgeat gectgageee ggggeactag cecttgeaca
781 gaagggcaga gtctgaggeg atggetcetg gtccectgte cgecacacag geegtggtea
841 tccacacaac tcactgtetg cagetgectg tetggtgtet gtetttggtg tcagaacttt

901 gggggeecggg ccectececca caataaagat getctcegac cttcaaaaaa aaaaaaaaaa
961 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a2aaaaaaaa 4aaaaaaaaa 4aaaaaaaaa 4aaaaaaaaa
1021 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa
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