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Zusammenfassung

Zukiinftige lebergentherapeutische Anwendungen an groferen Patientenpopulationen
erfordern die Anwendung leberrestringierter in vivo Gentransfer-Systeme. Die derzeit
verwendeten amphotropen Moloney Murine Leukemia Virus (MoMLV) Vektoren sind
aufgrund ihres breiten Transduktionsspektrums fiir in vivo Applikationen nicht geeig-

net.

In diesem Zusammenhang wurde versucht, durch Einbau eines heterologen Hiillpro-
teins die Spezifitit von ecotropen MoMLV Vektoren so zu verdndern, daf} es zu ei-
ner spezifischen Transduktion von Zellen mit Hepatocyten-spezifischen Oberflachen-
proteinen kommt. Ausgangsbasis war die Beobachtung, dal} eine spezielle Mutante
des Sendai Virus (SeV) nur noch Zellen infiziert, die den leberspezifischen Asialo-
glycoprotein-Rezeptor (ASGP-R) exprimieren, wohingegen SeV-Wildtyp ein pantro-
pes Wirtsspektrum besitzt. Als Rezeptorprotein fiir den ASGP-R fungiert hierbei das
SeV-Fusionsglycoprotein (F-Protein), das das einzige Protein in der Hiille der Mu-
tantenform darstellt. Dagegen besitzt SeV-Wildtyp noch ein zweites Hiillprotein, die
Hiémagglutinin-Neuraminidase (HN), die an einen ubiquitdren Rezeptor (Sialinsdure-
haltige Ganglioside) auf der Oberflaiche von Sdugerzellen bindet. Weiterhin konnte
bereits gezeigt werden, dal} sich beide SeV-Hiillproteine gleichzeitig in die Hiille von

Retrovirus-Partikeln inkorporieren lassen.

Zunichst wurde mit Hilfe von Cotransfektionsexperimenten nachgewiesen, dafl der
nach der Transfektion eines retroviralen Vektors und eines SeV-F Expressionsplas-
mids in retrovirale Verpackungszellen gewonnene Virusiiberstand zur Transduktion
ASGP-R exprimierender Zellen eingesetzt werden kann. Dies stellt den funktionellen
Nachweis fiir die Bildung funktioneller MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen dar.



Weiterhin wurde eine —stabil das SeV-F Protein exprimierende —ecotrope, retrovi-
rale Verpackungszellinie erzeugt. Durch RT-PCR und Western Blotting konnte auf
Transkriptions- und Translationsebene eine stabile Expression des SeV-F Proteins
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dal} diese Zellinie nach wie vor in
der Lage ist, funktionelle Retroviruspartikel zu sezernieren. Nach Transfektion mit ei-
nem retroviralen Vektor konnte ein Virusiiberstand gewonnen werden, mit dessen Hilfe

sich die Mdausefibroblastenzellinie NIH 3T3 transduzieren lief3.

Zudem war es moglich, mit diesem Virusiiberstand auch die ASGP-R positiven hu-
manen Hepatomzellinien HepG2 und HuH7 zu transduzieren, wohingegen Zellinien,
die weder den ASGP-R noch den ecotropen Rezeptor exprimieren (z. B. BHK-21 und
MDCK) einer Transduktion nicht zuginglich waren. Zum anderen konnte ein direkter
Nachweis der Spezifitidt durch Transduktion von stabil mit der ASGP-R cDNA transfi-
zierten MDCK-Zellen gefiihrt werden; ASGP-R negative Ausgangszellen waren dage-
gen nicht transduzierbar. Dariiberhinaus konnte die ASGP-R vermittelte Transduktion
durch polyklonales — gegen den humanen ASGP-R gerichtetes — Serum gehemmt wer-
den, wohingegen dieses Antiserum die Transduktion mit ecotropen Retroviren nicht
beeinflulte. Diese Experimente stellen somit auch einen indirekten Nachweis fiir den
singuldaren Einbau des SeV-F Proteins in die retrovirale Hiille dar, der zu einer spe-
zifischen Erweiterung des Transduktionsspektrums auf Asialoglycoprotein-Rezeptor
(ASGP-R) positive Zellen fiihrt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dal} eine verbesserte Ansteuerung des ASGP-R zu
einer signifikanten Erhohung der MoMLV (SeV-F)-Pseudotyptiter fiihrt. Da der ASGP-
R fast ausschlieBlich basolateral exprimiert wird, ist bei konventioneller Transduktion
nur ein Bruchteil der Rezeptormolekiile fiir die Pseudotyppartikel zugénglich. Daher
wurden Durchflultransduktionen durchgefiihrt, bei denen die Viruspartikel die kom-
plette Zelloberfliche erreichen. Mit Hilfe dieser Methode konnte eine Steigerung des
Titers bei SeV-F/ASGP-R vermittelten Transduktionen erreicht werden, die bei An-

steuerung des ecotropen Rezeptors nicht erzielt werden konnten.

Mit den in dieser Arbeit etablierten ASGP-R spezifischen MoMLV (SeV-F) Pseudo-
typvektoren steht somit ein retrovirales Vektorsystem zur Verfiigung, das aufgrund
seiner Rezeptorspezifitit neue Moglichkeiten fiir den zukiinftigen leberrestringierten

retroviralen in vivo Gentransfer eroffnet.



Kapitel 1
Einleitung

Die Entwicklung gentechnischer Methoden in den letzten Jahrzehnten hat zu einer
tiefgreifenden Umgestaltung der Medizin gefiihrt. Die groBten Fortschritte wurden
dabei auf dem Gebiet der Diagnose vererbter oder erworbener Krankheiten und der
Erzeugung neuer Medikamente durch Uberexpression spezifischer Gene in gentech-
nisch verdnderten Organismen gemacht. Mit Hilfe der Gentechnik gelang es weiter-
hin, bei einer grofen Zahl von Krankheiten die Rolle einzelner Genprodukte in der
Pathogenese aufzukliren, wobei diese Erkenntnisse teilweise auch fiir eine verbesserte
Behandlung ausgenutzt werden konnten. Dagegen steht die Gentherapie, d. h. die Be-
handlung von Erkrankungen durch Transfer von genetischer Information in spezifische
Zellen eines Patienten, noch am Beginn ihrer Entwicklung. Obwohl es sich bei theo-
retischer Betrachtung um das néchstliegende Einsatzgebiet gentechnischer Methoden
handelt und die Methode bei genetischen Defekten an der eigentlichen Ursache der
Erkrankung ansetzt, miissen bis zum regelméfigen Einsatz in der klinischen Praxis
noch zahlreiche Probleme geldst und neue Techniken entwickelt werden (Ubersicht
in Verma & Somia, 1997; Anderson, 1998). Der gentherapeutische Ansatz beschrinkt
sich nicht nur auf den Versuch, genetische Defekte wie z. B. erbliche Hypercholeste-
rindmie, Haemophilie B oder Adenosin-Desaminase-Defizienz zu korrigieren. Beson-
ders fiir den Bereich der Krebs-Gentherapie sind bereits zahlreiche klinische Proto-
kolle entwickelt worden, die zumeist auf eine Verstirkung der tumorspezifischen Im-
munantwort oder auf eine selektive Zerstorung der Tumorzellen durch Erzeugung to-
xischer Metaboliten abzielen (Office of Recombinant DNA Activities, NIH, Bethesda,
MD, 1998). Ein Hauptnachteil der bestehenden Gentherapie-Verfahren beruht auf der
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mangelnden Spezifitit der verwendeten Gentransfer-Systeme. Diese Tatsache zwingt
in den meisten Fillen zu einer ex vivo Gentherapie, d. h. die zu manipulierenden Zel-
len miissen dem Patienten entnommen, der Gentransfer in vitro durchgefiihrt und die
genetisch korrigierten bzw. modifizierten Zellen wieder in den Patienten eingebracht
werden. Abgesehen vom Aufwand und den damit verbundenen Risiken bleiben dem
gentherapeutischen Ansatz dadurch zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten verschlos-
sen. Eine wichtige Aufgabe ist es daher, Gentransfer-Systeme mit gro3tmoglicher Ge-
webespezifitit zu entwickeln, die den Ubergang zur gezielten, geweberestringierten in

vivo Gentherapie erlauben.

1.1 Gentransfer-Systeme

Der gezielte Transfer genetischer Information in eukaryontische Zellen begann mit der
Entdeckung, daB} sich virale DNA bzw. RNA mit Hilfe von DEAE-Dextran oder Calci-
umphosphat in Zellen einschleusen laBt (Vaheri & Pagano, 1965; McCutchan & Paga-
no, 1968; Warden & Thorne, 1968; Graham & van der Eb, 1973). Im Laufe der Jahre
wurde eine groBe Anzahl solcher Transfektionsmethoden entwickelt, die auf so unter-
schiedliche Substanzen wie Polyethylenimin (Boussif et al., 1995), Polybrene (Kawai
& Nishizawa, 1984), Lipidgemische (Felgner et al., 1994) und aktivierte Dendrimere
(Tang et al., 1996) zuriickgreifen; aber auch physikalische Methoden wie die Elektro-
poration (Neumann et al., 1982) wurden und werden erfolgreich fiir den Gentransfer
eingesetzt. Obwohl mit diesen Methoden in vitro zum Teil sehr hohe Transfektionseffi-
zienzen erreicht werden konnen, ist nur ein Teil von ihnen auch in vivo einsetzbar und
dann nur mit geringer Effizienz. Ein weiterer Nachteil aller chemisch-physikalischen
Systeme ist die Tatsache, dal die Expression der eingebrachten Gene iiberwiegend
nur transient erfolgt, da in der Regel keine Verankerung im Wirtszellgenom stattfindet.
Man kann zwar die stabile Expression des Transgens durch geeignete Selektionsver-
fahren erzwingen, aber nur ein Bruchteil der urspriinglich transfizierten Zellen zeigt
dann die gewiinschte stabile Genexpression; dariiber hinaus sind solche Selektionsver-

fahren in vivo nur sehr begrenzt einsetzbar.

Daher wurde schon bald nach alternativen Methoden fiir einen effizienteren Gentrans-
fer in eukaryontische Zellen gesucht. Basierend auf der Uberlegung, daB Viren als

hocheffiziente Systeme fiir den Transfer und die Replikation von Genen angesehen
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werden konnen, begann die Entwicklung viraler Gentransfer-Systeme (Ubersicht in

Anderson, 1984). Voraussetzung fiir einen Einsatz viraler Systeme war hierbei:

* Methoden zur gezielten Manipulation des viralen Genoms zu entwickeln, die

den Einbau zu transferierender Gene erlauben,
* sicherzustellen da3 das verwendete Virus apathogen fiir den Empfinger ist, und

* zu gewihrleisten, dal sich das als Genfdhre verwendete Virus im Empfinger

nicht unkontrolliert vermehrt.

Im Laufe der letzten zwanzig Jahre wurde eine Reihe viraler Gentransfer-Systeme

entwickelt, die diese Voraussetzungen ganz oder teilweise erfiillen.

1.1.1 Retrovirale Gentransfer-Systeme

Retroviren sind neben Adenoviren die am hiufigsten als Gentransfersystem eingesetz-
ten Viren. Grundlage der meisten retroviralen Systeme ist das Moloney Murine Leu-
kemia Virus (MoMLV), das bei neugeborenen Méusen innerhalb von drei Monaten
nach Infektion zur Entwicklung eines T-Zell-Lymphoms fiihrt (Shinnick et al., 1981).
In letzter Zeit kommen aber auch vermehrt lentivirale Systeme auf Basis von Human
Immunodeficiency Virus (HIV) zum Einsatz (Naldini et al., 1996), die im Gegensatz
zu anderen Retroviren (und damit auch MoMLV; Miller et al., 1990) den Gentrans-
fer in ruhende Zellen erlauben (Gallay et al., 1995; Gallay et al., 1997). Retroviren
sind (+)-Strang-RNA Viren, deren Replikationszyklus zwei Besonderheiten aufweist
(Temin, 1985):

* Nach Bindung und Eindringen des Virus in die Zielzelle wird das virale RNA-
Genom in DNA umgeschrieben, also revers transkribiert. Hierbei findet eine
Verdoppelung der Steuersequenzen am 5’°- und 3’-Ende statt, so daB} die Struktur-
gene im entstandenen DNA-Intermediat (dem sogenannten Provirus) von iden-

tischen Sequenzen, den Long Terminal Repeats (LTR), flankiert sind.

* Das nach der reversen Transkription vorliegende doppelstriangige DNA-Interme-

diat integriert stabil in das Genom der Wirtszelle.



1.1 Gentranster-Systeme 8

Die Transkription des Provirus, die im 5’ LTR initiiert und im 3’ LTR beendet wird,
fiihrt zur Bildung der viralen mRNAs und der genomischen RNA, d. h. die LTRs ent-
halten die fiir die Transkription notwendigen Signale. Nach Translation der mRNAs
kommt es zur Verpackung der genomischen RNA in das reifende Nucleocapsid. Das
env-Vorlduferprotein enthilt ein Signalpeptid, das dem Eintransport ins endoplasma-
tische Reticulum dient. Nach Abspaltung des Signalpeptids und Prozessierung (dabei
entstehen das reife SU- und TM-Protein) erfolgt der Export zur Zellmembran, in der
die Hiillproteine iiber eine carboxyterminale hydrophobe Sequenz verankert werden.
Nach Interaktion der env-Proteine mit Proteinen des Nucleocapsids kommt es zur Ab-
schniirung kompletter Virus-Partikel, d. h. die Virus-Hiille enthélt zellulire Membran-
bestandteile, wobei es aber so gut wie nicht zum Einbau zelluldrer Membranproteine
in die virale Hiille kommt (Simons & Garoff, 1980). Abbildung 1.1 zeigt eine schema-

tische Darstellung des retroviralen Replikationszyklus.

Abbildung 1.1: Schema des retroviralen Replikationszyklus. Nach der Bindung an den Rezeptor (1)
kommt es zum Eindringen des Virions entweder durch direkte Menbranfusion (2a) oder Rezeptor-
vermittelte Endocytose (2b) und zur Feisetzung des Nucleocapsids (3). Einer der beiden (identischen)
RNA-Genomstringe wird dann revers in doppelstringige DNA transkribiert (4). Es folgt die Integra-
tion ins Wirtszellgenom (5, sogenanntes Provirus) und anschlieBende Transkription (6). Die gebilde-
te RNA (Vollidnge und gespleifit) dient zur Translation der Virusproteine (7), die in die reifenden Vi-
ruspartikel eingebaut werden (8a), bzw. wird als Genom in die reifenden Nucleocapside verpackt (8b,
zwei Volldnge-RNAs je Viruspartikel). AbschlieBend kommt es zur Abschniirung der neugebildeten
Viruspartikel (9). Abbildung nach Coffin (1990).
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Fiir den Einsatz als Gentransfersystem bestehen bei Retroviren mehr Anpassungs-

und Modifikationsmdoglichkeiten als bei anderen viralen Gentransfer-Systemen (Miller

et al., 1993). In diesem Zusammenhang zu nennen sind:

* Die retroviralen Strukturgene und das retrovirale Genom kdnnen als voneinander

unabhiéngige Einheiten behandelt werden. Als retrovirales Genom kann hierbei
jede Sequenz dienen, die die Steuerelemente fiir die Verpackung, Expression
und Integration in der richtigen Anordnung beinhaltet. Die Anwesenheit retro-
viraler Strukturgene ist nicht nowendig, stattdessen kann jedes gewiinschte Gen
eingesetzt weden, wobei lediglich eine Grofengrenze von ca. 8 kb zu beachten

ist.

Werden die retroviralen Strukturgene in geeigneten Zellen zur Expression ge-
bracht (den sog. Verpackungszellen) und diese Zellen zusitzlich mit einem re-
kombinanten retroviralen Genom ausgestattet, so kommt es zur Bildung von Re-

troviren. Das Genom kann also in trans beigesteuert werden.

Da fiir die Expression der Strukturgene das Verpackungssignal (W) nicht notwen-
dig ist, kann durch seine Deletion die Bildung replikationskompetenter Viruspar-
tikel bei gleichzeitiger Expression der Strukturgene verhindert werden. Damit
lassen sich vollstindige, ,,infektiose* Viruspartikel erzeugen, deren rekombinan-
tes Genom aber keine retroviralen Gene mehr enthélt. Solche Viruspartikel kon-
nen ihr Genom ,,nur noch stabil auf Zielzellen iibertragen; eine Virusvermeh-
rung kann in den Zielzellen aufgrund der fehlenden Strukturgene nicht stattfin-
den. Daher spricht man in diesem Zusammenhang von Transduktion und nicht

mehr von Infektion.

Das urspriingliche Hiillprotein des Retrovirus kann durch heterologe Hiillprote-

ine ersetzt werden, womit die Spezifitit fiir Zielzellen veridndert werden kann.

In Abbildung 1.2 sind die Eigenschaften eines solchen Systems zur Generierung re-

kombinanter Retroviren schematisch dargestellt.
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Abbildung 1.2: Generierung rekombinanter Retroviren. Das rekombinante Genom wird mit Hilfe einer
Transduktion (la, in Form einer verpackten, viralen RNA) oder Transfektion (1b, in Form einer Pro-
virus Plasmid-DNA) in Verpackungszellen eingebracht. Diese enthalten — stabil im Genom integriert—
Konstrukte (I und II) zur konstitutiven Expression (2b, 3) der retroviralen Strukturgene (gag, pol, env),
bei denen u. a. das retrovirale Verpackungssignal deletiert wurde (Ay). Das eingebrachte rekmbinante
Genom wird transkribiert (2a) und aufgrund des vorhandenen Verpackungssignals (V) in reifende Vi-
ruspartikel (4) verpackt (5), so da3 es zur Bildung vollstindiger rekombinanter Virionen kommt (6a). In
Abwesenheit eines Genoms mit Verpackungssignal bildet die Verpackungszelle lediglich Genom-freie,
leere Viruspartikel (6b). Abbildung nach Valerio (1992).

1.2 Virale Pseudotypen

Der Einbau fremder Proteine in die Hiille eines Virus ist ein natiirlich vorkommendes
Phianomen, das bei der gleichzeitigen Infektion einer Zelle mit zwei unterschiedlichen
behiillten Viren auftreten kann und als Pseudotypisierung bezeichnet wird (Ubersicht
in Zavada, 1982). Dabei konnen sowohl Pseudotyppartikel, die das eigene und das
fremde Hiillprotein in ihrer Hiille tragen, als auch solche, die ausschlieBlich das frem-
de Hiillprotein besitzen, entstehen. Dieses Prinzip 148t sich mit Hilfe gentechnischer

Methoden fiir eine gezielte Verdnderung des Tropismus viraler Gentransfer-Systeme



1.3 Gewebespezifischer Gentranstfer 11

einsetzen. So wird bei retroviralen Systemen die auf MoMLV basieren, in der Regel
das originale Hiillprotein ersetzt, da es von einem Rezeptor (Rec-1, einem Transporter
fiir basische Aminosduren) erkannt wird, der nur bei Mause- und Rattenzellen vor-
kommt (Albritton et al., 1989; Kim et al., 1991; Wang et al., 1991). Hierbei wird zum
einen auf Hiillproteine anderer Retroviren (Beispiele sind das amphotrope Hiillprotein
des endogenen Maus Retrovirus 4070A, und das Hiillprotein des Gibbon Ape Leu-
kemia Virus, Ubersicht in Miller, 1996) aber auch auf Hiillproteine nicht-verwandter
Viren zuriickgegriffen; hier ist in erster Linie das G-Protein des Vesikuldren Stomatitis
Virus (VSV) zu nennen (Burns et al., 1993). Den genannten Hiillproteinen ist gemein-
sam, daf} die zugehorigen Rezeptoren u. a. auch bei humanen Zellen vorkommen und

somit eine retroviral-vermittelte Transduktion dieser Zellen méglich wird.

1.3 Gewebespezifischer Gentransfer

Die genannten pseudotypisierten retroviralen Gentransfer-Systeme erlauben zwar die
Transduktion humaner Zellen, weisen aber keine Spezifitit fiir bestimmte Gewebe auf.
Sie sind daher im wesentlichen nur fiir den ex vivo Gentransfer geeignet, bei dem
die zu transduzierenden Zellen vor der Transduktion isoliert werden miissen. Es wur-
den daher verschiedene Ansitze fiir den gewebespezifischen retroviralen Gentransfer
entwickelt. Diese Ansitze lassen sich einerseits in Versuche unterteilen, durch Ver-
wendung gewebespezifischer Promotoren eine gewebespezifische Expression zu errei-
chen und andererseits in Versuche, durch Modifikation der retroviralen Hiille einen
Gentransfer von vornherein auf bestimmte Gewebe zu beschrianken. Hierbei reichen
die angewandten Methoden von der chemischen Modifikation retroviraler Hiillprote-
ine (Neda et al., 1991) iiber den Einsatz von Fusionsproteinen (z. B. aus retroviralen
Hiillproteinen und gewebespezifischen Antikorpern, Somia et al., 1995, oder einem
zweiten Virushiillprotein, Demine & Emerman, 1993; Schnierle et al., 1997) bis hin
zu Versuchen, durch Mutation der Bindungsdomiinen der retroviralen Hiillproteine den

Tropismus zu verdndern (Valesia-Wittmann et al., 1996).
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1.3.1 Leberspezifischer Gentransfer

Fiir eine spezifische Transduktion von Hepatocyten bietet sich als anzusteuernder Re-
zeptor der Asialoglycoprotein-Rezeptor (ASGP-R) an, da seine Expression weitest-
gehend auf die Leber begrenzt ist (Spiess, 1990). Der humane Rezeptor ist aus den
Untereinheiten H1 und H2 aufgebaut, wobei zwei H1-Untereinheiten und eine H2-
Untereinheit ein funktionelles Trimer bilden (Bischoff et al., 1988). Die Aufgabe die-
ses Rezeptors besteht in der Erkennung von gealterten Serum-Proteinen. Als Erken-
nungsmerkmal dient hierbei der Verlust der endstidndigen Sialinsdure in den Zucker-
seitenketten von Glycoproteinen. Aufgrund des einheitlichen Glycosylierungsmusters
folgt auf die Sialinsdure stets Galactose. Glycoproteine mit endstindigen Galactose-
Resten werden vom ASGP-R gebunden, anschliefend zusammen mit dem Rezeptor in-
ternalisiert und abgebaut, wihrend der freie Rezeptor wieder zuriick zur Zelloberfldche
transportiert wird. Abbildung 1.3 zeigt schematisch die Wechselwirkung desialysierter

Glycoproteine mit dem ASGP-R. Fiir verschiedene Viren (Hepatitis B Virus, Marburg

Cytosol Extrazellularraum

Asialoglyco-
protein
Transmembran-

o Helix

Plasmamembran

Gal: Galactosidase Manats

6
GIcNAc: N-Acetylglucosamin  Galg1-4GIcNACA 1w , 3Man$1->4GIcNAcS1-4GIcNAc
Man: Mannose Mana1”
Galp1-4GIcNAcs17

Abbildung 1.3: Schema des Asialoglycoprotein-Rezeptors. Dargestellt ist die Interaktion des Rezep-
tors mit den Zuckerseitenketten eines Asialoglycoproteins. Fiir eine spezifische Interaktion reichen die
dunkel dargestellten Zuckerseitenketten aus, die Anwesenheit einer dritten (hell dargestellten) Seiten-
kette mit endstidndiger Galactose erhoht die Effektivitit der Interaktion (Balaji et al., 1993).

Virus und Sendai Virus) ist eine Interaktion mit dem ASGP-R beschrieben (Markwell
etal., 1985; Treichel et al., 1994; Becker et al., 1995). Bei Glycoproteinen in der Hiille
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von Sendai Virus (SeV) und Marburg Virus wurden die entsprechenden Zuckerseiten-
ketten nachgewiesen (Yoshima et al., 1981; Geyer et al., 1992), fiir das Hepatitis B
Virus LHBs Protein werden analoge Strukturen postuliert (Treichel et al., 1994). Die
Interaktion mit dem ASGP-R konnte somit bei allen drei Viren die Grundlage fiir den
postulierten Hepatotropismus sein. Fiir SeV ist die Wechselwirkung mit dem ASGP-R
am eingehendsten untersucht. SeV, ein (-)-RNA-Strang Virus und typischer Vertreter
der Paramyxoviren, besitzt zwei Hiillproteine, Hamagglutinin-Neuraminidase (SeV-
HN) und das Fusionsglycoprotein (SeV-F). SeV-HN bindet an ubiquitir vorkommen-
de Sialinsdure-haltige Strukturen (Glycolipide; Markwell et al., 1981), wihrend SeV-F
die Fusion von viraler und zelluldrer Membran vermittelt (Lamb, 1993). Im Replika-
tionszyklus von SeV ist HN daher fiir die Bindung an die Zielzelle verantwortlich,
wihrend die Fusionseigenschaften von F das Eindringen des Virus in die Zelle ermog-
licht. SeV-F zeigt diese Fusionsaktivitit aber nur nach Spaltung durch eine zellulére
Protease mit Trypsin-dhnlicher Aktivitit. In der Maus, dem natiirlichen Wirt des Sen-
dai Virus, bewirkt dies den Pneumotropismus des Virus, da nur Lungenepithel-Zellen
das entsprechende Enzym (Tryptase Clara) besitzen (Tashiro et al., 1992). In vitro
verhilt sich aktiviertes SeV aufgrund des ubiquitdren Vorkommens der Sialorezepto-
ren dagegen pantrop und kann praktisch alle Zelltypen infizieren. Ein interessanter
Befund ist in diesem Zusammenhang, dal nach dem enzymatischen Abbau der Sialo-
rezeptoren Zellen, die den ASGP-R exprimieren einer Infektion mit SeV zuginglich
bleiben (Bitzer et al., 1997). Dabei ist die ASGP-R vermittelte Infektion fast genau-
so effizient wie die konventionelle iiber Sialorezeptoren verlaufende Infektion. Wie
durch Infektionsstudien mit rekombinantem SeV (Leyrer et al., 1998) und einer Tem-
peratur-sensitiven Mutante des Sendai Virus nachgewiesen werden konnte (Markwell
et al., 1985), ist SeV-F hierbei fiir die Interaktion mit dem ASGP-R verantwortlich.
SeV-F kann somit—neben seiner Funktion als Fusionsprotein— auch als Ligand fiir
den Hepatocyten-spezifischen ASGP-R fungieren. Damit stellt sich die Frage, ob die-
se Eigenschaften des SeV-F Proteins fiir den leberspezifischen Gentransfer ausgenutzt

werden konnen.
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Durch Infektionsstudien mit SeV konnte nachgewiesen werden, da3 sich die SeV-
Proteine HN und F in die Hiille ecotroper Retroviren inkorporieren lassen, eine Bil-
dung von MoMLV (SeV-HN+F)-Pseudotypen also moglich ist (Spiegel, 1995) und dies
zu einer Erweiterung des Tropismus der Pseudotypen auf Zellen mit Sialorezeptoren
fiihrt. Im Zusammenhang mit der Generierung retroviraler leberspezifischer Gentrans-
fer-Systeme sollte daher untersucht werden, ob auch ein Einbau von SeV-F in Ab-
wesenheit von SeV-HN in die retrovirale Hiille moglich ist. Weiterhin stellte sich die
Frage, ob solche MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen eine Spezifitit fiir ASGP-R-exprimie-
rende Zellen aufweisen und diese Spezifitit fiir einen gewebespezifischen Gentransfer

ausgenutzt werden kann.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Allgemeines

Sofern nicht anders angegeben, stammen die verwendeten Chemikalien von E. Merck,
Darmstadt. Alle Chemikalien besitzen mindestens den Reinheitsgrad ,,zur Analyse,
ACS*; sofern erhiltlich, wird der Reinheitsgrad ,.fiir die Molekularbiologie* bzw. ,.fiir

die Zellkultur* verwendet.

Der Begriff ,,bidest. Wasser* wird im folgenden fiir deionisiertes Wasser verwendet,

das zusitzlich tiber eine Milli-Q-Plus Filtrieranlage (Millipore) gereinigt wird.

Als ,steril* oder ,,autoklaviert” bezeichnete Losungen und Materialien werden fiir
20 min bei 120 °C und 2 bar Uberdruck autoklaviert (Stand-Autoklav FVD 3, Fede-

garti).

Als , sterilfiltriert” bezeichnete Losungen werden durch ein 0,22 um Filter (Millex-GS,
Millipore oder Falcon Bottle Top Filter, Becton Dickinson) filtriert.

2.2 Molekularbiologische Materialien und Metho-
den
Grundlage fiir die folgenden Arbeitsvorschriften stellen die entsprechenden Abschnitte

aus Sambrook et al. (1989) bzw. Ausubel (1989) dar, gegebenenfalls modifiziert durch
Hersteller-spezifische Empfehlungen.
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2.2.1 Transformation von Escherichia coli

Im Gegensatz zu anderen Bakterien (z. B. Bacillus subtilis) nimmt E. coli spontan kei-
ne Fremd-DNA auf. Es existieren jedoch verschiedene Methoden, um E. coli-Zellen
fiir die Aufnahme von DNA kompetent zu machen. Im Rahmen dieser Arbeit wer-
den fiir Transformationen entweder E. coli DHS5o (Life Technologies) oder XL.1-Blue
(Stratagene) verwendet, die bereits kompetent vom Hersteller bezogen wurden, oder
aber E. coli XL1-Blue, die mit Hilfe der FSB-Methode nach Hanahan (1983) kompe-

tent gemacht werden.

Materialien:

» Bakterien: E. coli XLL1-Blue (Stratagene);

* FSB-Transformationspuffer, bestehend aus:
10mM CH3COOK,
100 mM KCl,
45 mM MnCl,-4H;0,
10 mM CaCl,-2H,O0,
3mM Co(NH3)sCls;
der pH-Wert der Losung wird auf 6,4 mit 0,1 M HCI eingestellt. Anschlieend
wird die Losung sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.

* DMSO (Sigma);

* SOB-Medium:
10 g Select-Pepton (Life Technologies),
2,5 g Hefe-Extrakt (Life Technologies),
295 mg NaC(l,
95 mg KCl,
werden in bidest. Wasser gelost und der pH mit 1 M HCl auf 6,8-7,0 eingestellt
und das Volumen auf 490 ml aufgefiillt und autoklaviert. Nach Abkiihlen der
Losung auf ca. 60 °C werden noch 10 ml 1 M MgSO4-Losung (s. u.) zugesetzt.

* 1 M MgSO4-Losung, steril:
250 g MgS0O4-6H,0 werden unter Erwidrmen in bidest. Wasser gelost, das Volu-

men auf 125 ml eingestellt und sterilfiltriert.
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* SOC-Medium:
2 g Select-Pepton,
500 mg Hefe-Extrakt,
59 mg NaCl,
19mg KClI,
werden in bidest. Wasser gelost und der pH mit 1 M HCI auf 6,8-7,0 eingestellt
und das Volumen auf 97 ml aufgefiillt und autoklaviert. Nach Abkiihlen der Lo-
sung auf ca. 60 °C werden noch 2 ml MgSO4-Losung (s.0.) und 1 ml Glucose-

Losung (s. u.) zugesetzt.

* 2M Glucose:
36 g Glucose werden in bidest. Wasser gelost, das Volumen auf 100 ml einge-

stellt, abschlieend wird die Losung sterilfiltriert.

* Ampicillin-Losung, 25 mg/ml zur Selektion:
10 g Ampicllin Natriumsalz (Sigma) werden in 400 ml bidest. Wasser gelost, ste-
rilfiltriert, aliquotiert und bei -20 °C (Vorratslosung) bzw. bei 4 °C (Gebrauchs-

16sung) aufbewahrt.

» LB-Platten mit Antibiotikum zur Selektion:
10 g Select-Pepton,
5 g Hefe-Extrakt,
10 g NaCl,
werden in bidest. Wasser gel6st und der pH mit 5 M NaOH auf 7,5 eingestellt.
Die Losung wird mit 15 g Bacto Agar versetzt, das Volumen auf 11 aufgefiillt
und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf ca. 60 °C werden 4 ml Ampicillin-Losung
zugesetzt, so daB} die Konzentration an Antibiotikum 100 ug Ampicillin/ml Me-

dium betrigt.

Protokoll zur Herstellung kompetenter Bakterien:

* Einen Tag vor der eigentlichen Durchfiihrung werden 50 ul einer E. coli XL1-
Blue Glycerolkultur auf eine LB-Platte so ausgestrichen, dal Einzelkolonien

erhalten werden.

* Mit einer Einzelkolonie werden 10 ml SOB-Medium angeimpft.
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Mit dieser Kultur werden 100 ml SOB-Medium beimpft und bis zu einer ODjs5
von ca. 0,5 angezogen. Die Kultur wird aliquotiert, in vorgekiihlte 50 ml Falcon-

Polypropylenrohrchen iiberfiihrt und fiir 10 min auf Eis inkubiert.

Anschlielend werden die Bakterien fiir 10 min mit 3400 xg (Heraeus Megafuge
2.0 R mit Ausschwingrotor 8250) bei 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand

vollstdndig entfernt.

Dann werden die Bakterien in 20 ml eiskalter FSB-Losung (je Falcon-Rohrchen)
resuspendiert. Die resuspendierten Bakterien werden fiir 10 min auf Eis inku-

biert.

Die Bakterien werden erneut zentrifugiert (s. 0.), der Uberstand vollstindig ent-

fernt und in 4 ml eiskalter FSB-Losung (je Falcon-Rohrchen) resuspendiert.

Die resuspendierten Zellen werden mit je 140 ul DMSO vorsichtig gemischt und
fiir 15 min auf Eis inkubiert. Danach werden die Anséidtze nochmals mit je 140 ul
DMSO vorsichtig gemischt, auf Eis zuriickgestellt und sofort in vorgekiihlte,
sterile 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdle aliquotiert (je 200 pl) und bei -80 °C
gelagert.

Protokoll fiir die Transformation:

Die bei -80 °C gelagerten, kompetenten Bakterien werden auf Eis aufgetaut. So-
bald die Bakterien aufgetaut sind, werden je Transformationsansatz 50 ul Bakte-

riensuspension in vorgekiihlte Falcon-Rohrchen aliquotiert.

Die Transformationsansitze werden mit der gewiinschten DNA versetzt und fiir

30 min auf Eis inkubiert.
Dann erfolgt ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 sec (Wasserbad).
Die Ansitze werden 2 min im Eisbad abgekiihlt.

Alle Ansitze werden mit 950 ul SOC-Medium versetzt und fiir 60 min bei 37 °C

mit 250 Upm im Bakterienschiittler (New Brunswick Scientific) inkubiert.

Je 100 pl der Transformationsansitze werden auf LB-Agarplatten, die das geeig-

nete Selektionsantibiotikum enthalten, ausgestrichen.
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* Die verbleibenden 900 ul der Ansidtze werden fiir 5 min mit 3400 xg zentrifu-
giert, der Uberstand verworfen und das Bakterien-Sediment in je 100 pl frischem

SOC-Medium resuspendiert und ebenfalls auf LB-Agarplatten ausgestrichen.

¢ Die LB-Platten werden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert (Heraeus-Inkubator VT
5042).

2.2.2 Anlegen von Glycerolkulturen

Zur Aufbewahrung von Bakterienkulturen iiber lingere Zeitriume miissen Dauerkul-
turen angelegt werden. In Glycerol-haltigem Medium lassen sich Bakterien bei tiefen

Temperaturen praktisch unbegrenzt lange lagern, ohne daf ihre Vitalitit verlorengeht.

Durchfiihrung:

e Je 850 ul der aufzubewahrenden Bakterienkulturen werden mit je 150 ul steri-
lem Glycerol gemischt und in sterilen 1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefidBen bei
-20 °C bzw. -80 °C aufbewabhrt.

e Zum Animpfen wird mit einer Impfose ein kleiner Teil der gefrorenen Glyce-
rolkultur abgenommen und in das gewiinschte Medium {iiberfiihrt oder auf eine

Agarplatte ausgestrichen.

2.2.3 Plasmidpraparationen

Beiden im folgenden beschriebenen Methoden liegt dasselbe Prinzip zugrunde: Nach
Anzucht im geeigneten Selektionsmedium werden die Bakterien, die das gewiinschte
Plasmid replizieren, durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt und einer alkali-
schen Lyse mit NaOH/SDS unterworfen (Birnboim, 1983). Dies fiihrt zum Platzen der
Zellen und zur Denaturierung der bakteriellen Proteine. Sowohl die chromosomale als
auch die Plasmid-DNA werden freigesetzt und ebenfalls denaturiert. AnschlieBend er-
folgt die Neutralisierung des alkalischen Lysats unter Hochsalzbedingungen. Hierbei
renaturiert die Plasmid-DNA, wihrend alle anderen makromolekularen Komponenten

als Prézipitat ausfallen.
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Puffer fiir die alkalische Lyse (Qiagen):
* Resuspendierungspuffer P1:
50 mM Tris-HCI,
10mM EDTA,
100 ug/ml RNase A; pH 8,0;

* Lysepuffer P2:
200 mM NaOH,
1 % SDS;

* Neutralisierungspuffer P3:
3 M Kaliumacetat; pH 5,5.

2.2.3.1 Mini-Praparationen zur Charakterisierung transformierter Bakte-
rien

Bei den Mini-Priparationen wird auf eine weitere Reinigung des Lysats verzichtet, da
fiir Kontrollverdau-Ansétze mit Restriktionsenzymen die Reinheit der so gewonnenen
Plasmid-DNA ausreicht.

Materialien:
e LB-Medium mit Selektions-Antibiotikum:
10 g Select-Pepton,
5 g Hefe-Extrakt,
10 g NaCl
werden in 950 ml bidest. Wasser gelost und der pH mit 5 M NaOH auf 7,0 einge-
stellt. Dann wird auf 11 aufgefiillt und die Losung autoklaviert. Nach Abkiihlen
auf ca. 60 °C werden 2 ml Ampicillin-Losung zugesetzt, so daf die Konzentrati-

on an Antibiotikum 100 ug Ampicillin/ml Medium betrigt.
¢ Ethanol, 100 %;
e Ethanol, 70 % (w/v).

Durchfiihrung:

* Je 7ml LB-Medium, die das geeignete Selektions-Antibiotikum enthalten, wer-

den mit einer Einzelkolonie angeimpft.
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* Die Kulturen werden iiber Nacht bei 37 °C mit 250 Upm im Bakterienschiittler

inkubiert.

* Je 1,5ml der Ubernacht-Kultur werden in 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefile
tiberfiihrt und fiir 5 min mit 1500 xg bei 4 °C (Heraeus Biofuge 15 R mit Win-
kelrotor HFA 14.2) zentrifugiert.

* Der Uberstand wird abgesaugt und die Bakterien-Sedimente in je 200 ul P1 re-

suspendiert.

* Dann werden je 200 ul P2 zugegeben, gemischt und fiir 5 min bei Raumtempe-

ratur inkubiert.

* Nach Zugabe von 200l P3 wird fiir 20 min mit 18000 xg bei 4 °C (Heraeus
Biofuge 15 R mit Winkelrotor HFA 14.2) zentrifugiert.

+ Die Uberstinde werden in frische 2 ml-Eppendorf-ReaktionsgefiBe iiberfiihrt,
zur DNA-Fillung mit je 1,5ml kaltem Ethanol versetzt und fiir 30 min mit
18000 xg bei 4 °C zentrifugiert.

» Der Uberstand wird abgesaugt, je 500 ul kaltes Ethanol (70 %) zugegeben (Salz-
entfernung) und fiir 5 min mit 18000 xg bei 4 °C zentrifugiert.

» Der Uberstand wird abgesaugt, die gefillte DNA fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, um Ethanolreste verdunsten zu lassen; abschliefend wird die DNA in

je 20 pul sterilem bidest. Wasser gelost.

2.2.3.2 Maxi- und Mega-Praparationen zur Plasmidgewinnung

Bei diesem Verfahren erfolgt die Reinigung der Plasmid-DNA mit Hilfe einer Anio-
nenaustauschersdule (Qiagen). Aufgrund der hohen Ladungsdichte des Sdulenmateri-
als kann doppelstringige Plasmid-DNA unter Hochsalzbedingungen bei neutralem bis

schwach alkalischem pH-Wert selektiv eluiert werden (Qiagen GmbH, Hilden, 1995).

Materialien:

¢ TB-Medium mit Selektions-Antibiotikum:
12 g Select-Pepton,
5 g Hefe-Extrakt,
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4 ml Glycerol,
werden in bidest. Wasser gelost, das Volumen auf 900 ml aufgefiillt und autokla-
viert. Nach Abkiihlen des Mediums setzt man 100 ml sterile Kaliumphosphat-

Losung (s. u.) sowie 2 ml Ampicillin-Lésung zu.

» Kaliumphosphat-Losung fiir TB-Medium:
125,4 g KoHPOy,
23,1 g KH,POy,
werden in bidest. Wasser gelost,das Volumen auf 11 aufgefiillt und autoklaviert.
Die Losung ist 0,72 M beziiglich K;HPO4 und 0,17 M beziiglich KH>PO4.

* Anionenaustauscher-Sidulen Qiagen-tip 500 und 2500;

« Aquilibrierungspuffer QBT:
750 mM NaCl,
50 mM MOPS,
15% Ethanol,
0,15% Triton X-100; pH 7,0;

* Waschpuffer QC:
1 M NaCl,
50 mM MOPS,
15%Ethanol; pH 7,0;

* Elutionspuffer QF:
1,25 M NaC(l,
50 mM Tris-HCI,
15%Ethanol; pH 8,5.

* Isopropanol;

e Ethanol, 70 % (w/v).

Alle Puffer (QBT, QC und QF) sind Bestandteil des Qiagen Maxi/Mega Kits der Fa.
Qiagen.
Durchfiihrung:

Im folgenden bezieht sich der erste Zahlenwert immer auf Maxi-Prédparationen, der

zweite Zahlenwert auf Mega-Préparationen:
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* 125ml/250 ml TB-Medium, die das geeignete Selektionsantibiotikum enthalten,
werden mit 125 ul/250 pl Ubernacht-Kultur oder Glycerolkultur angeimpft und
tiber Nacht bei 37 °C mit 225 Upm im Bakterien-Schiittler inkubiert.

+ Die Ubernacht-Kultur wird fiir 20 min mit 3400 xg (Heraeus Megafuge 2.0 R

mit Ausschwingrotor) bei 4 °C zentrifugiert.
* Das Bakterien-Sediment wird in 10 ml/50 ml P1 resuspendiert.

* Es wird 10 ml/50 ml P2 zugesetzt, gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur

inkubiert.

* Dann werden 10 ml/50 ml P3 zugesetzt, gemischt und fiir 20 min/30 min auf Eis

inkubiert.

* AnschlieBend wird fiir 30 min mit 28000 xg (Heraeus Suprafuge 22 mit Aus-
schwingrotor HSA 13.94) bei 4 °C zentrifugiert.

» Der Uberstand wird durch ein Stiick Verbandsgaze auf eine —mit 10 ml/35 ml
QBT équilibrierte — Qiagen-tip 500/2500 Séule aufgetragen.

* Dann wird die Sédule zweimal/viermal mit 30 ml/50 ml QC gewaschen.
* Die Elution erfolgt mit 15 ml/35 ml QF.

* Die Fillung der DNA erfolgt durch Zusatz von 0,7 Volumeneinheiten Isopropa-
nol. Der Ansatz wird zum Sedimentieren der DNA fiir 30 min mit 28000 xg bei

4 °C zentrifugiert.

* Der Uberstand wird abgesaugt, das Sediment mit 5 ml Ethanol (70 %) zur Salz-

entfernung versetzt und fiir 15 min mit 28000 xg bei 4 °C zentrifugiert.

* Der Uberstand wird abgesaugt, die gefillte DNA fiir 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert, um Ethanolreste verdunsten zu lassen, abschliefend wird die DNA in

200 pl/1 ml sterilem bidest. Wasser gel0st.

* 1,5ul der DNA-L6sung werden mit 148,5ul bidest. Wasser versetzt und der
DNA-Gehalt spektrometrisch bestimmt (siehe 2.2.4).
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2.2.4 Spektrometrische Bestimmung der Konzentration von
DNA-L6sungen

Zur Konzentrationsbestimmung wird die Absorption der Purin- und Pyrimidin-Ba-
sen im Bereich von 260 nm ausgenutzt. Hierbei ist zu beachten, dal3 Doppelstrang-
DNA, Einzelstrang-DNA und Einzelstrang-Oligonucleotide infolge des unterschiedli-
chen Ausmalles der Basenstapelung verschiedene Extinktionskoeffizienten besitzen.
Eine Extinktion von 1 entspricht bei Doppelstrang-DNA einer Konzentration von
ca. 50 ug/ml, bei Einzelstrang-DNA ca. 40 ug/ml und bei Einzelstrang-Oligonucleo-
tiden ca. 20 ug/ml. Zur Bestimmung sehr kleiner DNA-Mengen ist die Methode nicht
geeignet; die MeBlosung muf3 mindestens 0,25 ng/ul DNA enthalten. Ein Anhaltspunkt
fiir die Reinheit der DNA-Losung ist eine zweite Extinktionsmessung bei 280 nm,
bei der die aromatischen Reste von Proteinen stark absorbieren. Gereinigte DNA-
Losungen sollten ein Eyg/E2g0- Verhiltnis im Bereich von 1,8-2,0 aufweisen. Niedri-

gere Werte deuten auf eine Verunreinigung' mit Proteinen oder Phenol hin.

Durchfiihrung:

* Die Konzentrationsbestimmung erfolgt mit einem programmierbaren UV/VIS
Spektrophotmeter (Beckman DU-640) in einer Vierfach-Mikrokiivette aus
Quarzglas (Beckman).

* Leerwertbestimmung und Kiivettenabgleich: Die Extinktionswerte von
4 %150l bidest. Wasser werden bei 260nm und 280nm gemessen, die
MeBwerte der ersten Kammer als Nullpunkt gesetzt und die iibrigen Werte zum

Abgleich auf den Nullpunkt verwendet.

e Je 1,5ul der zu bestimmenden DNA-LOsung werden mit bidest. Wasser auf
150 pl aufgefiillt und in die Kammern 2—4 der Kiivette iiberfiihrt. In der ersten

Kammer verbleibt die Wasserprobe als Referenzwert.

* Dann erfolgt die Extinktionsmessung bei 260 nm und 280 nm in allen vier Kam-

mern. Das MeBergebnis wird vom Gerit sowohl als Absorption bzw. Absorpti-

'Es ist weiterhin zu beachten, daB das Eago/Eago- Verhiltnis auch pH-abhiingig ist. Bei Resuspendie-
rung gereinigter DNA in TE-Puffer (pH 7,5) erhilt man in aller Regel die oben genannten Werte. Wird
dagegen reines bidest. Wasser (pH < 7,0) verwendet, so erhélt man etwas kleinere Werte, die zwischen

1,6 und 1,8 liegen .
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onsverhiltnis, als auch als Konzentration in pg/ul ausgegeben, wobei die 100x-

Verdiinnung der MeB316sungen bereits beriicksichtigt ist.

2.2.5 Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Restriktionsendonucleasen vom Typ II schneiden doppelstringige DNA spezifisch an
palindromischen Sequenzen, die fiir das jeweilige Restriktionsenzym charakteristisch
sind. Je nach Enzym variiert die Pufferzusammensetzung und Temperatur, bei der die
Reaktion optimal (beziiglich Spezifitit und Geschwindigkeit) ablduft. Alle verwen-
deten Restriktionsendonucleasen, einschlieBlich der dazu passenden Reaktionspuffer,

stammen von Boehringer Mannheim.

Materialien:

* Restrictionsendonucleasen, 10 U/ul;

* SuRE/Cut Reaktionspuffer.

Durchfiihrung:

 Fiir einen analytischen Restriktionsverdau werden 0,2—1 ug DNA eingesetzt.

* Die DNA-Lo6sung wird mit 1 pl des fiir das jeweilige Restriktionsenzym notwen-
digen Reaktionspuffers (10x) versetzt und mit sterilem bidest. Wasser auf 9,5 ul

aufgefiillt.

* Dann erfolgt der Zusatz des Restriktionsenzyms (0,5 pul, entspricht 5 U) und der
Ansatz wird fiir 2 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.6 Glatten uberhangender Enden von doppelstrangiger
DNA

Beim Verdau von DNA mit Restriktionsendonucleasen entstehen je nach verwende-
tem Enzym glatte Enden (blunt-end), Enden mit 5’-Uberhang oder Enden mit 3’-
Uberhang. In den beiden letzten Fillen, ergibt sich im Rahmen von Klonierungen bzw.
Subklonierungen oftmals das Problem, dal DNA-Fragmente mit inkompatiblen Enden

miteinander verkniipft werden miissen. Hier bietet sich die Moglichkeit, 5’- oder 3’-
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tiberhiingende Enden zu glitten und die DNA-Fragmente mittels blunt-end Ligation

miteinander zu verkniipfen (siehe 2.2.10).

2.2.6.1 Auffullen 5’-iiberhangender Enden mit Klenow-Enzym

Klenow-Enzym, das groBBe Fragment der E. coli DNA-Polymerase I, besitzt 5°—3’-
Polymerase- und 3’—5’-Exonuclease-Aktivitit. Erstere kann in Anwesenheit von Nu-
cleosidtriphosphaten zum Auffiillen 5’-iiberhdngender Enden genutzt werden, so daf3
man glatte DNA-Enden (blunt-end) erhélt. Da Klenow-Enzym in praktisch allen Re-
aktionspuffern fiir Restriktionsenzyme aktiv ist, kann DNA aus Restriktionsverdau-

Ansitzen direkt fiir die Auffiillreaktion eingesetzt werden.

Materialien:

* Klenow-Enzym (Boehringer Mannheim);

e ANTP-Stamml6sung, enthilt je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP.

Durchfiihrung:
* 0,1-0,4 ug DNA werden mit der (gegebenenfalls vorverdiinnten) dNTP-Stamm-

16sung und sterilem bidest. Wasser versetzt. Die Endkonzentration je dNTP be-

trigt 20 uM, das Reaktionsvolumen 20 pl.

* Die Reaktion wird durch Zugabe von 1-5U Klenow-Enzym gestartet und fiir
15 min bei 30 °C inkubiert.
* Durch Erhitzen auf 75 °C fiir 10 Minuten wird die Reaktion abgebrochen.

Fiir groBere DNA-Mengen kann der Reaktionsansatz entsprechend angepal3t werden.

2.2.6.2 Abbau 3’-iberhangender Enden mit T4-Polymerase

Bakteriophage T4 DNA-Polymerase besitzt die selben enzymatischen Aktivititen wie
Klenow-Enzym. Die 3’5" Exonuclease-Aktivitit ist im Vergleich zu Klenow-Enzym
jedoch ca. 200fach stédrker. Daher eignet sich T4 DNA-Polymerase gut zum Abbau 3’-

tiberhiingender Enden.
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Materialien:

* T4 DNA-Polymerase (New England Biolabs);

* T4 DNA-Polymerase Puffer, 100x (New England Biolabs):
500 mM NaCl,
100 mM Tris-HCI, pH 7,9
100 mM MgCl,, 10 mM DTT;

* BSA, 100x (New England Biolabs), enthélt 5 mg/ml BSA;

e dANTP-Stamml6sung, enthilt je 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP.

Durchfiihrung:
* 0,1-0,4 ug DNA werden mit der (gegebenenfalls vorverdiinnten) dNTP-Stamm-

16sung, dem Reaktionspuffer, der BSA-Stammldsung und sterilem bidest. Was-
ser versetzt. Die Endkonzentration je dNTP betrigt 20 uM, das Reaktionsvolu-
men 20 pl. Da T4 DNA-Polymerase in den meisten Reaktionspuffern fiir Restrik-
tionsenzyme aktiv ist, kann gegebenenfalls auf den Reaktionspuffer verzichtet

werden.

* Die Reaktion wird durch Zugabe von 1-3 U T4 DNA-Polymerase gestartet und
fiir 20 min bei 12 °C inkubiert

* Durch Erhitzen auf 75 °C fiir 10 Minuten wird die Reaktion abgebrochen.

Fiir groBere DNA-Mengen kann der Reaktionsansatz entsprechend angepal3t werden.

2.2.7 Dephosphorylierung linearer Doppelstrang-DNA

Zur Entfernung der 5’-Phosphatgruppen linearer DNA wird Alkalische Phosphatase
aus Pandalus borealis, einer Tiefseegarnelenart, verwendet (Shrimp Alkaline Phospha-
tase, SAP). Im Gegensatz zur hdufig benutzten Alkalischen Phosphatase aus Kilber-
darm (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIP) ist SAP (bei vergleichbarer Aktivitit)
leicht inaktivierbar (hierzu wird der Ansatz fiir 15 min auf 65 °C erhitzt), so daf} die
sonst iiblichen Inaktivierungs- und Extraktionsschritte entfallen (USB/Amersham Life
Science, 1995).
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Materialien:

e SAP, 1 U/ul (USB) in:
25 mM Tris-HCI, pH 7.5,
1 mM MgCl,,
0,1 mM ZnCl,,
50 %Glycerol,;

* Dephosphorylierungspuffer, 10x (USB):
200 mM Tris-HCI,
100 mM MgCly;

* SAP-Verdiinnungspuffer (USB):
50 mM Tris-HCI, pH 8,0.

Durchfiihrung:

* Der Reaktionsansatz wird mit 1/10 Volumen Dephosphorylierungspuffer ver-
setzt und mit der erforderlichen Menge SAP versetzt. Hierbei werden fiir 1 pmol
DNA-Enden folgende Mengen eingesetzt: 0,1 U fiir 5’-iiberhingende Enden,
0,2 U fiir glatte Enden, 0,5 U fiir 3’-iiberhingende Enden. Der Ansatz wird fiir
1 h bei 37 °C inkubiert.

* Inaktivierung: Der Reaktionsansatz wird 15 min bei 65 °C inkubiert. Der Ansatz

kann direkt fiir weitere Reaktionen (z. B. Ligationen) eingesetzt werden.

2.2.8 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-
Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im GroBenbereich von 0,5-10kb eignen sich
einprozentige Agarosegele, die sowohl fiir analytische als auch priparative Auftren-

nungen verwendet werden kdnnen.

Materialien:

* SeaKEM GTG Agarose (FMC BioProducts);

* Ethidiumbromid-Losung, 10 mg/ml;
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¢ TAE-Puffer, 50x:
242 g Tris-Base,
57,1 ml Eisessig,
100ml 0,5M EDTA; pH 8.0
werden mit bidest. Wasser auf 11 aufgefiillt. Zur Verwendung wird der Puffer

1:50 mit bidest. Wasser verdiinnt. TAE, 1x kann mehrfach verwendet werden.

* Proben-Auftragspuffer, 10x:
In 5ml bidest. Wasser werden jeweils 20 mg (d. h. 0,4 % (w/v)) der folgenden
Farbstoffe gelost:
Bromphenolblau (Sigma),
Xylen-Cyanol FF (Sigma),
Orange-G (Sigma),
sowie 1 g (d. h. 20 %) Ficoll 400 (Pharmacia Biotech).
Die Aufbewahrung erfolgt bei 4 °C. Der Auftragspuffer hat drei Funktionen:

1. Er erhoht die Dichte der Probe und stellt damit sicher, dafl die DNA in die

Probentasche einsinkt.
2. Er férbt die Probe und erleichtert damit die Beladung des Gels.

3. Er enthilt Farbstoffe, die mit reproduzierbarer Geschwindigkeit zur Anode

wandern.

* Molekulargewichtsmarker X (Boehringer Mannheim) oder 1kb-Leiter (Life
Technologies):
200 pul Molekulargewichtsmarker (enthélt 0,25 pg/ul DNA) werden mit dem glei-
chen Volumen Proben-Auftragspuffer versetzt. Die Aufbewahrung erfolgt bei
4 °C. Zum Gebrauch werden 2 pul des Gemischs mit bidest. Wasser auf 10 pl auf-
gefiillt.

Durchfiihrung:
* Giellen des Gels (1 % Agarose): 1 g Agarose wird mit 100 ml TAE-Puffer, 1x

versetzt und im Mikrowellenherd erhitzt, bis eine klare Losung entsteht. Die
Losung wird mit 5l Ethidiumbromid-Losung versetzt und in eine Flachbett-

kammer (Owl Scientific bzw. Stratagene) der gewiinschten Grofe ausgegossen.
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* Probenvorbereitung: Die aufzutragenden Proben werden mit je 1pul Proben-
Auftragspuffer versetzt und mit bidest. Wasser auf 10 ul aufgefiillt. Die Proben

und die Marker-Gebrauchslosung werden in die Taschen des Gels gegeben.

* Gel-Lauf: Die Auftrennung erfolgt bei konstanter Spannung (80 V fiir 90 min
oder 20V iiber Nacht) bei einer Stromstidrke von maximal 350 mA (Power Pac
300, Bio-Rad). Zur Fotodokumentation (Polaroid-Sofortbildkamera MP4 oder
Pharmacia Biotech Image Master) kann die Elektrophorese jederzeit unterbro-
chen werden. Die Fluoreszenz-Anregung der gefirbten DNA erfolgt mit lang-
welligem UV-Licht (312 nm, UV-Leuchttisch Bachofer). Bei priparativen Auf-
trennungen (s. u.) wird die DNA dem UV-Licht moglichst wenig ausgesetzt, um

Schéddigungen zu vermeiden.

2.2.9 Reinigung von DNA aus praparativen Agarosegelen

Die angewandte Methode zur Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen be-
ruht auf der Fahigkeit von Silicagel (in wiBriger Suspension, sog. ,,Glasmilch®), in An-
wesenheit hoher Konzentrationen chaotroper Salze, wie z. B. Natriumiodid, DNA zu
adsorbieren. Zunichst wird das Agarosegelstiick, welches die DNA enthilt, ebenfalls
mit Hilfe des chaotropen Salzes, das die Wasserstoffbriicken zwischen den Zuckerein-
heiten des Agarosepolymers zerstort, solubilisiert. Die hohe Salzkonzentration fiihrt
weiterhin dazu, dall eventuell gebundene Proteine von der DNA abdissoziieren. Die

Elution erfolgt durch Absenken der Ionenstirke und Erhohung der Temperatur.

Materialien:
Folgende Materialien sind Bestandteil des ,,Geneclean II Kit* (Bio 101 Inc.) zur Rei-

nigung von DNA-Fragmenten mit einer Grofe von mehr als 500 bp:
* 6 M Natriumiodid-Losung (Nal);

* NEW Waschlosung:
14ml NEW Konzentrat werden mit 280 ml bidest. Wasser vermischt. 310 ml
absoluter Ethanol werden hinzugefiigt, die Losung gut gemischt und bei -20 °C
gelagert. Die NEW Waschlosung enthélt Tris-HCI und Tris-Base, so da3 der
pH-Wert je nach Temperatur zwischen 7,0 und 8,5 liegt.

* Glasmilch:
Silica-Matrix, suspendiert in bidest. Wasser; Bindungskapazitit: 1-2 ug DNA/ul
Glasmilch.
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Durchfiihrung:

Die DNA wird mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.8) aufgetrennt.

Die gewiinschte Bande wird aus dem Gel ausgeschnitten und das Gelstiick ge-

wogen.

Nach Zugabe des dreifachen Gelvolumens (wobei 1 g Agarose als 1 ml gerechnet
wird) an Nal-Losung wird das Gemisch so lange bei 45 °C-55 °C inkubiert, bis
sich das Gelstiick vollstindig aufgeldst hat.

Vor Zugabe der Glasmilch, muB} die Silica-Matrix vollstindig resuspendiert wer-
den. Zu Losungen, die 5pug DNA oder weniger enthalten, gibt man 5 ul Glas-
milch. Fiir jedes weitere Mikrogramm DNA wird die zuzugebende Menge um
2 ul erhoht. Die Bindung der DNA an die Silica-Matrix benétigt auf Eis 15 min
bis 1h, wobei die Glasmilch zwischendurch immer wieder aufgeschiittelt wer-
den sollte, um den Kontakt zwischen zu bindender DNA und den Partikeln zu

gewdhrleisten.

AnschlieBend wird die Glasmilch in einer Tischzentrifuge 2 min bei maxima-
ler Geschwindigkeit abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und zunichst

aufgehoben.

Die Glasmilch wird im 10-50x Volumen NEW Waschlosung vorsichtig (um
Strangbriiche bei langen DNA-Molekiilen zu vermeiden) resuspendiert und er-

neut, wie oben beschrieben, zentrifugiert; dieser Vorgang wird zweimal wieder-
holt.

Nach dem letzten Waschschritt wird die Glasmilch 10 min unter Vakuum ge-

trocknet, um Ethanolreste zu entfernen.

Die Silica-Matrix wird schlielich in 1-2 Glasmilch-Volumen bidest. Wasser
aufgenommen und zur Elution bei 45-55 °C fiir 5 min inkubiert. Nach dem Ab-
zentrifugieren wird der Uberstand, der die DNA enthiilt, abgenommen und die

Elution wiederholt.



2.2 Molekularbiologische Materialien und Methoden 32

2.2.10 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase

T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen be-
nachbarten 3’-Hydroxyl- und 5’-Phosphat-Enden doppelstringiger DNA-Fragmente,
wobei sowohl kohisive als auch glatte Enden miteinander verkniipft werden. Ebenso
werden offene Phosphodiesterbindungen in einem Strang der Doppelhelix geschlos-
sen. Bei der Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Plasmiden sind verschie-

dene Faktoren zu beachten:

* Die Konzentration der eingesetzten Plasmid-DNA:
Ist die Absolut-Konzentration zu gering, so ist die Religation des Plasmids (also
der intramolekulare RingschluB) die bevorzugte Reaktion (sofern kompatible,
phosphorylierte Enden vorliegen). Ist die Konzentration zu hoch, so bilden sich

bevorzugt lineare Oligomere (intermolekulare Reaktion).

* Das Verhiltnis von Plasmid-DNA zur einzufiigenden Fragment-DNA:
Im Ligationsansatz sollte die Anzahl der einzufiigenden Fragment-DNA-Mole-
kiile mindestens doppelt so grof} sein wie die Anzahl der linearisierten Plasmid-
DNA-Molekiile, damit eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir die Verkniipfung von

Plasmid und Fragment gegeben ist.

* Aus den beiden genannten Faktoren ergibt sich fiir den Reaktionsansatz folgen-
de optimale Zusammensetzung:
Die Absolut-Konzentration an Plasmid-DNA sollte so hoch sein, daf} die inter-
molekulare Reaktion leicht bevorzugt ist. Dieser Wert ist abhédngig von der Gro-
Be der Plasmid-DNA und liegt beispielsweise fiir ein 6 kb-Plasmid bei ca. 50—
100 ng/ul. Die Absolut-Konzentration an einzufiigender Fragment-DNA sollte

mindestens so hoch gewihlt werden, wie oben angegeben.

Je nachdem wie das Plasmid und das einzufiigende Fragment vorliegen, miissen ver-

schiedene Strategien angewandt werden:

* Das einzufiigende Fragment besitzt identische kohisive Enden:
Hierbei muf3 das Plasmid nur mit dem entsprechenden Restriktionsenzym ver-
daut werden. Daher besitzt der linearisierte Vektor phosphorylierte kompatible
Enden und wird in der Ligationsreaktion sehr leicht wieder recircularisiert. Um

die unerwiinschte Religation moglichst gering zu halten, wird der geschnittene
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Vektor vor der Ligation dephosphoryliert (siche 2.2.7). Bei der Ligation des Vek-
tors mit dem einzufiigenden Fragment werden daher nur zwei Phosphodiester-
bindungen gekniipft (zwischen den phosphorylierten 5’-Enden des Fragments
und den 3’-OH-Enden des Vektors) und es verbleiben zwei Liicken (zwischen
den dephosphorylierten 5’-Enden des Vektors und den 3’-OH-Enden des Frag-
ments) im rekombinanten Plamid, die erst nach der Transformation von bakteri-
ellen Enzymen aufgefiillt werden (Phosphorylierung und anschlieBende Ligati-
on). Weiterhin gibt es aufgrund der identischen kohésiven Enden zwei mogliche
Orientierungen fiir das einzufiigende Fragment, die mit gleicher Wahrschein-
lichkeit auftreten und durch geeignete Methoden (z. B. asymmetrischer Restrik-

tionsverdau) voneinander unterschieden werden miissen.

* Das einzufiigende Fragment besitzt unterschiedliche kohésive Enden: Hierbei
muf} das Plasmid mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut werden,
damit kompatible Enden fiir das Einfiigen des Fragments vorliegen. Da der li-
nearisierte Vektor damit unterschiedliche kohisive Enden besitzt, ist die Reli-
gationsrate sehr gering und eine Dephosphorylierung nicht notwendig. Bei der
Ligation von Vektor und Fragment werden daher vier Phosphodiesterbindungen
gekniipft (alle 5’-Enden sind phosphoryliert) und es verbleiben keine Bindungs-
liicken im rekombinanten Plasmid. Aufgrund der unterschiedlichen kohésiven
Enden sollte das Fragment nur in der gewiinschten Orientierung eingefiigt wer-

den.

* Das einzufiigende Fragment sowie der linearisierte Vektor besitzen glatte Enden.
Um Selbstligationen des Vektors zu minimieren, kann dephosphoryliert werden.
Das Fragment kann in beiden Richtungen eingefiigt werden, daher muf3 durch
geeignete Methoden (z. B. asymmetrischer Restriktionsverdau) die Orientierung

ermittelt werden.

Im Vergleich zu den beiden erstgenannten Fillen verlduft die blunt-end Ligation mit
geringer Effizienz. Da sich aber sowohl 5’-iiberhiingende Enden (durch Aufiillen mit
Klenow-Enzym, siehe 2.2.6.1) als auch 3’-iiberhéingende Enden (durch Abbau mit T4-
Polymerase, siehe 2.2.6.2) in glatte Enden umwandeln lassen, erlaubt die blunt-end
Ligation die Verkniipfung von DNA-Fragmenten mit urspriinglich inkompatiblen En-

den.
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Materialien:

* Rapid DNA Ligation Kit (Boehringer Mannheim), bestehend aus:
T4-DNA-Ligase, 5 U/ul;
Ligationspuffer, 2x: keine Zusammensetzung angegeben;

DNA-Verdiinnungspuffer, 5x: keine Zusammensetzung angegeben.

Durchfiihrung:?

* Linearisierter Vektor (in der Regel dephosphoryliert) und einzufiigendes Frag-
ment werden im gewlinschten Verhiltnis (1:3 bis 1:5) zusammengegeben, mit
2 ul DNA-Verdiinnungspuffer versetzt und mit sterilem bidest. Wasser auf 10 ul
aufgefiillt. Die Gesamtmenge an eingesetzter DNA sollte 200 ng nicht iiberstei-

gen.
* Der Ansatz wird mit 10 pl Ligationspuffer 2x versetzt.

e Dann wird 1 ul T4-DNA-Ligase zugesetzt und der Reaktionsansatz fiir 5 min bei

Raumtemperatur inkubiert.

* Maximal 2 ul des Ansatzes werden zur Transformation eines geeigneten E. coli-

Stammes verwendet.

2.2.11 Ortsgerichtete Mutagenese

Zur zielgerichteten Einfilhrung von Mutationen in die DNA-Sequenz eines Plasmids
existieren verschiedene Methoden, wobei sich grob auf PCR-basierende und konven-
tionelle Methoden unterscheiden lassen. Letztere sind mit dem Nachteil eines gro-
Beren Zeitaufwands und geringerer Effizienz behaftet, erlauben aber die Mutagenese
groBerer Plasmide im Vergleich zu PCR-Methoden. Bei der verwendeten Methode der
,Double-Stranded Site-Directed Mutagenesis* (Deng & Nickoloff, 1992) entfillt zu-
dem die Notwendigkeit, einzelstringige DNA durch Subklonierung in M13-abgeleite-
te Vektoren zu erzeugen. Das doppelstringige Plasmid, das die zu mutierende Sequenz

enthilt, wird zunéchst denaturiert, um dann zwei Oligonucleotid-Primer an einen der

Die Vorschrift eignet sich sowohl fiir die Ligation kohisiver Enden als auch fiir die Ligation glatter
Enden (blunt-end Ligation).
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beiden Einzelstrange binden zu lassen. Einer der beiden Primer ist der Selektionspri-
mer, mit dessen Hilfe eine singulére, nicht-essentielle Restriktionsschnittstelle mutiert
wird. Der andere Primer ist der eigentliche Mutageneseprimer, mit dessen Hilfe die in-
teressierende Sequenz verdndert wird. Mit Hilfe von T7-Polymerase wird eine Primer-
Extension Reaktion durchgefiihrt, anschlieBend werden die Reaktionsprodukte mit-
tels T4-DNA Ligase verkniipft. Der neu gebildete Strang enthilt somit die gewiinschte
Mutation sowie die mutierte Restriktionsschnittstelle. Damit existiert nun ein Plasmid-
gemisch, bestehend aus Hybrid-Plasmiden bei denen es zur Primer-Bindung und Ver-
langerung kam, sowie dem Ausgangsplasmid. Dieses Gemisch wird nun mit dem Re-
striktionsenzym verdaut, dessen Schnittstelle mit Hilfe des Selektionsprimers mutiert
wurde. Daher werden nur Ausgangsplasmide verdaut, Hybrid-Plasmide bleiben intakt
und circuldr. Dieser Ansatz wird in einen Reparatur-defizienten E. coli mutS Stamm
transformiert. Da die Transformationseffizienz fiir circuldre Plasmide sehr viel groBBer
als fiir lineare Plasmide ist, sind die Hybrid-Plasmide (die die gewiinschte Mutati-
on tragen) bei der Transformation stark bevorzugt. Aufgrund der Reparatur-Defizienz
findet keine Unterscheidung zwischen dem mutierten und dem originalen Strang des
Hybrid-Plasmids statt. Statt dessen wird statistisch einer der beiden Stringe repliziert,
so daf} zur Hilfte Plasmide entstehen, die auf beiden Striangen die gewiinschte Muta-
tion tragen, wihrend die andere Hilfte wieder dem Ausgangsplasmid entspricht. Die
transformierten Bakterien werden iiber Nacht in Fliissigkultur vermehrt, anschlie3end
Plasmid-DNA isoliert und erneut verdaut, d.h. es werden wiederum die Ausgangs-
plasmide linearisiert, wihrend die mutierten Plasmide intakt bleiben. Dieser Ansatz
wird dann erneut in Bakterien transformiert und die erhaltenen Klone hinsichtlich der
enthaltenen Plasmid-DNA charakterisiert. In Abbildung 2.1 ist der Ablauf der Muta-

genese noch einmal schematisch zusammengefaft.

Materialien:

* Chameleon Double Strand, Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), beste-
hend aus:
pWhitescript Plasmid DNA (500 ng/pl),
Kpnl Selektionsprimer (5’-phosphoryliert):
5’ CTATAGGGCGAATTGGGTGCCCGGGCCCCCCTCGAGGTCG 37,
Blue Mutageneseprimer (5’-phosphoryliert):
57 GTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATG 3'.

Die erfolgreiche Mutation von pWhitescript zu pBluescript mit Hilfe dieser Pri-



Molekularbiologische Materialien und Methoden 36

Singuldre Schnitt-
‘ gt;:itfig;d'e Transformation von
E. coli XL mutS
Zielort der
w Mutagenese v
. . Ubernachtkultur,
Denaturieren des Plasmids Isolieren der Plasmid-
und Annealing der Primer DNA

/ Selektionsprimer

/ Mutageneseprimer

@)

Wiederherstellen des Erneuter Verdau mit dem
Doppelstrangs mit T7 Restriktionsenzym, das
Polymerase und T4 Li- die Selektionsschnittstelle
gase erkennt

Verdautes
Ausgangs-
plasmid

O

Verdau mit dem Restrik-
tionsenzym, das die Se-
lektionsschnittstelle

erkennt Transformation von

E. coli XL1-Blue

Verdautes
Ausgangs-
plasmid Charakterisieren der

Kolonien auf die ge-
\

winschte Mutation

O

Hybrid-Plasmid
mit Mutationen

Abbildung 2.1: Ablauf der ortsgerichteten Mutagenese.

mer dient als Positivkontrolle fiir die Mutagenese.
Mutagenese-Puffer, 10x,

dNTP-Mix,

Enzym-Verdiinnungspuffer,

Enzym-Mix, 10x,

Kpnl,

XLmutS kompetente Bakterien,

XL1-Blue kompetente Bakterien,
B-Mercaptoethanol, 1,4 M,

pUC18 Kontrollplasmid (0,1 ng/ul);



2.2 Molekularbiologische Materialien und Methoden 37

* T4 Polynucleotid-Kinase, 10 U/ul (Boehringer Mannheim);

* Phosphorylierungspuffer, 10x (Boehringer Mannheim):
500 mM Tris-HCI,
100 mM MgCl,
50mM DTT,
1 mM EDTA,
pH8,2;

* Nucleotide Removal Kit (Qiagen);
* QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen);

* 2xYT-Medium:
5 g NaCl,
5 g Hefe-Extrakt,
8 g Trypton,
werden in bidest. Wasser gelost, auf 500 ml aufgefiillt, sowie mit 10 M NaOH
auf pH7,5 eingestellt. Die Losung wird autoklaviert und nach dem Abkiihlen

mit 1 ml Ampicillin-Stammldsung (25 mg/ml) versetzt.
* LB-Amp Agarplatten;
e X-Gal;

* IPTG.

Durchfiihrung:

* 5’-Phosphorylierung von Mutagenese- und Selektionsprimer:
Je 100 pmol Primer (Konzentration 1 pg/ul) werden mit 10 nmol ATP, 5 pl
PNK-Reaktionspuffer, 10x versetzt, mit sterilem bidest. Wasser auf 46 pl auf-
gefiillt und zum Reaktionsstart mit 40 U (4 ul) Polynucleotid-Kinase (PNK)
versetzt. Der Ansatz wird fiir 30 min bei 37 °C inkubiert, anschlieBend wird
die PNK durch Zugabe von 2pul 0,5M EDTA inaktiviert und je einmal mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (50:49:1) und Chloroform/Isoamylalkohol
(49:1) extrahiert. Zur Fillung der phosphorylierten Oligonucleotide wird je 125
ul Ethanol, 100 % zugesetzt und iiber Nacht bei -80 °C inkubiert. Die iiber Nacht
gefillten Primer werden fiir 90 min mit 31000 xg bei 4 °C (Beckman-J2-21M/E
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Zentrifuge mit JA20-Festwinkelrotor, sieche Sambrook et al., 1989, Band 3, An-
hang E.10/11) abzentrifugiert. Danach wird das Ethanol vollstindig entfernt und
die gefillten Primer in je 50 ul bidest. Wasser (steril) geldst. AnschlieBend wer-
den nicht eingebautes ATP und ADP mit Hilfe des Nucleotide Removal Kits
(Qiagen) entfernt. Nach Elution mit je 50 ul bidest. Wasser (steril) wird das Was-
ser vollstdndig entfernt (2 x 15 min Trocknung in der Speedvac). Anschlieend
werden die Primer in je 5 ul bidest. Wasser resuspendiert und bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung eingefroren.

Primer-Hybridisierung:

0,25 pmol zu mutagenisierendes Plasmid,

25 pmol Mutageneseprimer,

25 pmol Selektionsprimer, 2 pl

Mutagenesepuffer, 10x,

werden mit bidest. Wasser (steril) auf 20 ul Endvolumen aufgefiillt. Zur Dena-
turierung der Doppelstringe und zur anschlieBenden Hybridisierung werden die
Ansitze folgendermallen inkubiert:

5 min bei 100 °C (im Warmeblock), 5 min bei 0 °C (auf Eis), 30 min bei Raum-

temperatur.

Primer-Verldngerung und Ligation:

Den Hybridisierungsansitzen werden je 7 ul Nucleotid-Mix zugesetzt. 1 ul En-
zym-Mix wurde mit 9 ul Verdiinnungspuffer aufgefiillt und je 3 pl zu den Ansit-
zen gegeben. Die Reaktionen wurden fiir 1h bei 37 °C inkubiert, anschlie3end

erfolgt die Inaktivierung der Enzyme fiir 15 min bei 80 °C.

Linearisierung der nicht-mutierten Ausgangsplasmide:
Die Mutageneseansitze werden vollstindig mit dem entsprechenden Restrikti-
onsenzym (dessen Schnittstelle mit Hilfe des Selektionsprimers mutiert wird)

verdaut.

Erste Transformation:

Mit je 10% der verdauten Mutagenese-Ansidtzen werden kompetente E. coli
XLmutS transformiert, die Mismatch-repair-defizient sind. Die Transformati-
on erfolgt nach Standardprotokoll (siehe 2.2.1) mit folgendem Zusatzschritt:
Nach Auftauen der Bakterien auf Eis und Verteilen der (in diesem Fall 90 pl)
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Aliquots auf vorgekiihlte Falcon Polypropylenrohrchen, wird den Bakterien zur
Erhohung der Transformationseffizienz B-Mercaptoethanol zugesetzt (Endkon-
zentration 25 mM durch Zugabe von 1,5 ul 1,4 M B-Mercaptoethanol). Danach
wird fiir 10 min auf Eis inkubiert und alle 2 min vorsichtig gemischt. Dann er-
folgt die Zugabe der zu transformierenden DNA. Von den Transformationsan-
sdtzen (je 1 ml, siehe 2.2.1) wird je ein 100 ul Aliquot auf LB-Amp-Platten aus-
gestrichen, der Rest wurde zum Animpfen von je 10 ml 2xYT-Amp-Medium
verwendet. Der pWhitescript-Kontrollansatz wird zur Blau-Weil3-Selektion auf
LB-Xgal/IPTG-Amp-Platten ausgestrichen. Alle Ansitze werden iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

* Miniprips aus den Ubernacht-Kulturen:
Je 2ml der Ubernachtkulturen werden mittels Qiagen-Miniprip-Kit aufgerei-
nigt. Fiir die abschlieBende Elution wird je 100 ul bidest. Wasser (steril) verwen-
det.

* Es erfolgt ein erneuter Verdau mit je 500 ng der isolierten Plasmide.

» Zweite Transformation:
Mit je 10 % der verdauten Ansidtze werden je 40 ul kompetente E. coli XL1-
Blue in der oben beschriebenen Weise transformiert. Ausgestrichen werden je
10 % und 90 % der transformierten Bakterien auf LB-Amp bzw. LB-Xgal/IPTG-
Amp-Platten (Kontrollmutagenese von pWhitescript zu pBluescript). Die Ansiit-

ze werden tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.2.12 Isolierung von Gesami-RNA

Die Gewinnung von Gesamt-RNA erfolgt in modifizierter Form nach Chomczynski
& Sacchi (1987). Hierbei erfolgt die Isolierung der Gesamt-RNA in Anwesenheit
des starken RNase-Hemmers Guanidiniumisothiocyanat. Durch Extraktion mit Phe-
nol werden DNA und Proteine abgetrennt, wihrend die RNA in der wilirigen Phase
verbleibt. Abschlieend wird mittels Isopropanol/Ethanol-Fillung die RNA aufkon-

zentriert und Salze entfernt.
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2.2.12.1 Gewinnung des Zellysats fiir die RNA-Extraktion

Die Lyse der Zellen sowie die ersten Schritte der RNA-Extraktion sind fiir die spétere
Qualitdt der RNA von besonderer Bedeutung. Obwohl die Losung D, in der die Ly-
se der Zellen erfolgt, den starken RNase-Hemmer Guanidiniumisothiocyanat enthilt,
sollte so schnell wie moglich und grundsitzlich auf Eis gearbeitet werden, um einen

einsetzenden RNA-Abbau zu verhindern. Materialien:
* 0,75 M Natriumcitrat, pH 7,0:

Das Salz wird in Ampuwa (Fresenius) gelost und der pH-Wert mit HCI auf 7,0

eingestellt.

e Losung D:
4 M Guanidiniumisothiocyanat,
25 mM Natriumcitrat, pH 7,0,
0,5% Sarcosyl,
0,1 M B-Mercaptoethanol,
250 g Guanidiniumisothiocyanat (Fluka) werden mit 293 ml Ampuwa, 17,6 ml
0,75 M Natriumcitrat, pH 7,0, und 26,4 ml 10 % Sarcosyl versetzt und bei 65 °C
tiber Nacht gelost. Diese Losung kann mindestens 3 Monate bei Raumtem-
peratur gelagert werden. Vor Gebrauch werden 50 ml dieser Losung 360 ul [3-

Mercaptoethanol zugesetzt.
e Spritzen, 3, 5, 10, und 20 ml: Plastipak, Luer-Lock (Becton Dickinson).

e Kaniilen: Sterican 20G x 2 4/5”, Luer-Lock (Braun).

Durchfiihrung:
e Zellernte:
Die Zellen werden wie bei der Zellpassage trypsiniert oder mittels Zellschaber
(Costar) vom Boden des KulturgefiBies abgelost. Die Zellen werden in ein 15 ml
Falcon Polypropylenréhrchen iiberfiihrt und mit 200 xg fiir 5 min bei 4 °C zen-

trifugiert.

* Homogenisieren der Zellen:
Der Uberstand wird griindlich abgesaugt und pro 1x 107 Zellen 1 ml kalte Lo-
sung D auf das Zellpellet gegeben. Um die Zellen zu lysieren und genomische
DNA zu scheren, wird das Gemisch auf Eis gestellt und zwanzigmal durch eine
lange, diinne Kaniile (0,9 x40 mm) gepreB3t. Wird das Lysat nicht sofort weiter-

verwendet, kann es bei -80 °C gelagert werden.
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2.2.12.2 Gewinnung der Gesamt-RNA

Materialien:
* 2 M Natriumacetat-Losung, pH 4,0:
Zu 2 M Natriumacetat wird unter Kontrolle des pH-Wertes so lange 2 M Essig-

sdure hinzugefiigt, bis ein pH-Wert von 4,0 erreicht ist.
* Aquaphenol (Appligene);
* Ready Red (Appligene);
* Chloroform/Isoamylalkohol in einem Mischungsverhéltnis von 49:1
* [sopropanol;
* 3 M Natriumacetat, pH 8,0;
¢ Ethanol, absolut;
¢ 70% Ethanol, eiskalt;

* Polypropylen-Rohrchen (fiir verschiedene Extraktionsvolumina):
2 ml-Schraubdeckel-Reaktionsgefille (Sarstedt),
30 ml Zentrifugenrohrchen mit Standfu3 und Schraubdeckel (Sarstedt),
50 ml-Zentrifugenrohrchen mit Schraubdeckel (Sarstedt),
20 ml Ultrazentrifugenrohrchen (Sarstedt).

Durchfiihrung:

* Dem Zellhomogenat wird nacheinander 1/10 Volumen 2 M Natriumacetat, 1 Vo-
lumen Aquaphenol und 1/5 Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) hinzu-
gefiigt, wobei nach jeder Zugabe kurz geschiittelt wird. Trotz der Anwesenheit
des starken RNase Inhibitors Guanidiniumisothiocyanat in der Losung sollte
schnell und auf Eis gearbeitet werden, um eine Degradation der RNA zu ver-

meiden.

* Das Gemisch wird 5-10 min kriftig geschiittelt und anschlieBend 20 min bei
4 °C zentrifugiert: 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdfie bei 10000 xg, 30 ml und
50ml Zentrifugenrohrchen bei 6000 xg. Nach der Zentrifugation befindet sich
die RNA in der wiBrigen Phase, wihrend DNA und Proteine sich in der Inter-

phase und der organischen Phase befinden.
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* Die obere, willrige Phase wird vorsichtig abgenommen, erneut, wie beschrie-
ben, mit Aquaphenol und Chloroform/Isoamylalkohol 49:1 ausgeschiittelt und
zentrifugiert. Wieder wird die obere Phase abgenommen, und —um Phenol-Reste
so griindlich wie moglich aus der wirigen Phase zu entfernen —mit 2/3 Volu-
men Aquaphenol und 1/3 Ready Red versetzt, und wie zuvor geschiittelt und

zentrifugiert.

* Die wiBrige Phase wird mit 9/10 Volumen Isopropanol gemischt und bei -20 °C
tiber Nacht oder mindestens 1h auf Trockeneis gefillt. Je nach Volumen wird
in 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefden oder 20 ml Ultrazentrifugenréhrchen mit
18000 xg bei 4 °C fiir 40 min zentrifugiert.

* Das hierbei entstandene RNA-Pellet wird in Ampuwa gelost und eine Ethanol-
Féllung angeschlossen, um eventuell mit ausgefallene Salze zu entfernen. Nach
Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumen absolutem Etha-
nol wird bei -20 °C iiber Nacht oder mindestens 1 h auf Trockeneis gefillt. Der
Zentrifugation bei 18000 xg und 4 °C fiir 40 min folgt das Waschen des RNA
Pellets mit 70 % eiskaltem Ethanol. SchlieBlich wird die RNA 10 min unter Va-
kuum getrocknet und in einem geeigneten Volumen sterilem bidest. Wasser (fiir
die RT-PCR) aufgenommen. Die RNA wird bei -80 °C entweder in H,O oder
besser als Ethanol-Fillung gelagert.

2.2.13 Spektrometrische Bestimmung der Konzentration
von RNA-LGsungen

Die Konzentrationsbestimmung von RNA erfolgt analog der von DNA (siehe 2.2.4)
bei 260 nm in einem Einkanal-UV-VIS-Spektrometer (Beckman DU-640). Da RNA
einzelstringig vorliegt, entspricht eine Extinktion von 1 einer Konzentration von ca.
40 pg/ml. Auch hier 146t der Quotient Epeo/Eago Riickschliisse auf die Reinheit der
Nucleinsdure-Losung zu. Werte zwischen 1,8 und 2,0 sind akzeptabel, wihrend nied-
rigere Werte auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol hinweisen.> RNA-
Losungen sind hédufig zihfliissig, so da3 bei der Verdiinnung fiir die photometrische
Konzentrationsbestimmung hdufig Pipettierfehler auftreten. Mehrfachbestimmungen

sind also notwendig, um verlidBliche MeBwerte zu erhalten.

3Fiir in bidest. Wasser geloste RNA wird im allgemeinen ein etwas niedrigerer Wert erreicht, als fiir
RNA, die in TE-Puffer gelost wurde (siehe auch Fufinote 1).
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2.2.14 Polymerase-Kettenreaktion nach cDNA-Synthese
durch reverse Transkription (RT-PCR)

RT-PCR eignet sich sehr gut zur Analyse von Gen-Transkripten, vor allem aufgrund ih-
rer Sensitivitdt, aber auch weil Ergebnisse schnell zu erhalten sind. Zunichst wird RNA
aus Zellen (siehe 2.2.12) isoliert und als Matrize zur Synthese komplementirer DNA
(cDNA) durch reverse Transkription (RT) benutzt. Die so entstandene cDNA dient
anschlieBend in der PCR als Probe. Die Primer werden so ausgewéhlt, daf} eine be-
stimmte cDNA-Region amplifiziert wird. Eine thermostabile Polymerase (in der Regel
Tag-Polymerase oder rekombinante Derivate) katalysiert nach dem Denaturierungs-
Schritt und dem Hybridisieren der Primer an die cDNA-Matrize (,,Annealing®) die
Verlidngerung der Primer (,,Extension®). Durch die zyklische Anwendung von De-
naturieren, ,,Annealing* und ,,Extension* gelingt die Amplifikation des gewiinschten
cDNA-Fragments (Bloch, 1991).

2.2.14.1 Primer-Design

Primer werden mit Hilfe des Programms PRIMER (Bestandteil der Sequenzanaly-
se-Software HUSAR, European Molecular Biology Laboratories, EMBL, Heidelberg)

ausgewihlt. Aufgrund der gewihlten Programm-Parameter ist gewéhrleistet, dal3:

* eine Dimer-Bildung der beiden Primer und die Sekundirstruktur-Bildung inner-

halb eines Primers durch Selbst-Komplementaritit unwahrscheinlich ist.

* der GC-Gehalt zwischen 40 % und 70 % liegt und dem GC-Gehalt der zu ampli-

fizierenden Sequenz dhnlich ist.

* wenn moglich, die Sequenz so gewihlt wird, dal} die Stabilitit des Primers am

5’-Ende groBer ist als am 3’-Ende.

* die Schmelztemperatur (T,,, berechnet nach der ,,Nearest-Neighborhood*“-Me-
thode) der beiden Primer dhnlich ist (maximaler Unterschied: 1 °C) und bei ca.
60 °C liegt.

* die Linge der Primer 18—24 bp betrdgt. Um nur ein einziges, spezifisches DNA-
Fragment zu amplifizieren, sollte die Primer-Sequenz in der Probe nicht wie-

derholt vorhanden sein oder groBe Ahnlichkeit zu anderen Sequenzen besitzen.
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Deshalb werden mit Hilfe der Algorithmen BLASTN und FASTA die Datenban-
ken des EMBL nach der Primer-Sequenz dhnlichen Sequenzen durchsucht. Nur
bei negativem Suchergebnis wird der Primer tatsichlich in der PCR eingesetzt.
Die Primer-Synthese erfolgt durch die Firmen Pharmacia Biotech, Eurogentec

oder Life Technologies.

2.2.14.2 Reverse Transkription

Materialien:

Super Script I MoMLV RNase H/Reverse Transkriptase, 200 U/ul (Life Tech-

nologies);
Oligo(dT)2—1g-Primer, 500 ug/ml (Boehringer Mannheim);

First Strand Buffer, 5x (Life Technologies):
250 mM Tris-HCI, pH 8,3,

375 mM KCl,

15 mM MgCly;

0,1 M DTT (Life Technologies);

10 mM dNTP-Mix:
10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Boehringer Mannheim).

Durchfiihrung:

Folgende Komponenten werden auf Eis in ein steriles 1,5 ml-Eppendorf-Reak-
tionsgefdll gegeben, gemischt und durch kurzes Zentrifugieren gesammelt:
Oligo(dT)12-18-Primer (500 pg/ml): 1 pl,

Gesamt-RNA: 0,5-5 g,

aufgefiillt auf 12 pl mit sterilem bidest. Wasser.

Ein zusitzlicher Ansatz enthélt zwar alle RT-Reagenzien, aber keine Gesamt-
RNA (,,Leer-Transkript), um spiter in der PCR die Komponenten der RT-Re-

aktion auf Kontamination tiberpriifen zu konnen.

Die Ansitze werden bei 70 °C 10 min denaturiert, 2 min auf Eis abgekiihlt und

durch kurzes Zentrifugieren gesammelt.
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* Anschlieend wird den Ansitzen auf Eis folgendes hinzugefiigt:
4 ul First Strand Buffer 5x,
2ul 0,1 M DTT, 1 ul ANTP-Mix (10 mM), Der Inhalt des Reaktionsgefidlles wird

gemischt und durch kurzes Zentrifugieren gesammelt.

* Die RT-Ansétze werden 2 min auf 37 °C vorgewédrmt, 1 ul reverse Transkriptase

(Super Script II, Life Technologies) wird hinzugefiigt und gemischt.

* Die reverse Transkription erfolgt 1 h bei 42 °C. Die cDNA Probe kann nun sofort
in die PCR eingesetzt oder bei -20 °C gelagert werden.

2.2.14.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Auf Grund des exponentiellen Charakters der PCR miissen selbst kleinste Verunrei-
nigungen von Reagenzien und Materialien mit PCR-Produkt vermieden werden. Das
Pipettieren des PCR-Ansatzes findet raumlich getrennt von dem Ort statt, an dem das
PCR-Produkt analysiert wird, wobei jeweils auch ein hierfiir reservierter Pipetten-Satz
verwendet wird. Alle fiir die PCR bestimmten Reagenzien werden in Aliquots gela-
gert. Steriles bidest. Wasser wird literweise verpackt bezogen (Ampuwa, Fresenius).
Vermutlich mit PCR-Produkt verunreinigte Reagenzien werden ausgetauscht, verun-
reinigte Gegenstinde werden mit kurzwelligem UV-Licht bestrahlt oder mit 1 M HCI
behandelt.

Materialien:

* Tag-Polymerase, 5 U/ul (Qiagen);

* PCR-Puffer, 10x (Qiagen):
enthilt 15 mM MgCl,, pH 8,7; keine genaue Angabe der Zusammensetzung;

* Q-Losung, 5x (Qiagen):

enthilt Betain, keine genaue Angabe der Zusammensetzung;
* 25mM MgCl, (Qiagen);

¢ 10 mM dNTP-Mix:
10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Boehringer Mannheim);

* spezifische Primer:
10 uM ,,forward* Primer 10 uM ,,reverse* Primer;
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* steriles, bidest. Wasser:

Ampuwa (Fresenius);
* DMSO, (Sigma);
* Formamid (Life Technologies);
* Glycerol (Sigma);
* Polyethylenglycol (PEG) 6000 (Pharmacia Biotech);
¢ Tween 20 (Fluka);
* Filterpipettenspitzen (Biozym);
 diinnwandige 0,2 ml und 0,5 ml-Reaktionsgefile (Biozym);

* PCR-Gerit, ,,Thermo-Cycler*: Gene-Amp 9600 (Perkin Elmer).

Durchfiihrung:

Fiir eine Standard-PCR-Reaktion werden die in Tabelle 2.1 angegebenen Komponen-
ten in einem auf Eis vorgekiihlten diinnwandigen 0,2 ml-Reaktionsgefdf in der ange-
gebenen Reihenfolge gemischt. Der PCR-Mix wird fiir alle Reaktionen, die unter den
gleichen Bedingungen ablaufen sollen, gemeinsam in einem 1,5 ml-Reaktionsgefél3
angesetzt, gemischt und anschlieBend auf die einzelnen Reaktionsgefife verteilt.

Die Zusammensetzung der PCR-Reaktionen wird durch Variation der MgCl,-Konzen-
tration (1,5-5,0 mM), den Einsatz verschiedener Puffer und die Zugabe verschiede-
ner —in Tabelle 2.2 aufgefiihrter — Zusitze optimiert.

Bei jeder PCR werden auBler den eigentlichen Probe-Reaktionen auch Negativkontrol-

len angesetzt:

* Um die PCR-Reagenzien auf Kontamination zu {iiberpriifen, wird die cDNA-

Probe durch Ampuwa ersetzt.

* Um die RT-Reagenzien auf Kontamination zu iiberpriifen, wird die cDNA-Probe
durch ,,Leer-Transkript* (sieche 2.2.14.2) ersetzt.

* Um die in der RT-Reaktion eingesetzte RNA auf Verunreinigung mit DNA zu
tiberpriifen, wird die cDNA-Probe durch nicht revers transkribierte RNA ersetzt.
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Tabelle 2.1: Zusammensetzng einer Standard-PCR-Reaktion

Volumen pro  Endkonzentration

Komponenten Reaktion im Ansatz

PCR-Mix: 10x PCR-Puffer (Qiagen) 10 ul 1x

25 mM MgCl, 6 ul 1,5 mM

10 mM dNTP-Mix 2l 200 M

10 uM ,,forward* Primer 2 ul 0,2uM

10 uM ,,reverse* Primer 2 ul 0,2uM

Ampuwa (steriles Wasser) 83,5u —xul -

cDNA: revers transkribierte Gesamt-RNA xul 0,5-2 pgl00 ul

Enzym: Taq DNA Polymerase 0,5ul 2U/100 pl

Tabelle 2.2: Spezifititsverstirker und Beschleuniger fiir die PCR

PCR-Zusatz Endkonzentration

Spezifitdtsverstirker: 5x Losung Q (Qiagen) Ix

DMSO <10%

Formamid <5%

Beschleuniger: Glycerol 10-15 %

Polyethylenglycol (PEG) 6000 5-15%

Tween 20 0,1-2,5%

Tabelle 2.3: Ablauf des verwendeten PCR-Programms
Programmschritt Dauer Temperatur
Denaturieren der cDNA-Matrize zu Beginn: S min 94°C
3-Schritt PCR (Zahl der Zyklen: 20—42): Denaturieren 1 min 94 °C
»Annealing*¢ 1 min 54-70°C
,,Extension‘ 1,5 min 72°C
Verldngerung der entstandenen PCR-

Produkte am Ende: 10 min 72°C

“Fiir jedes Primer-Paar muf} die optimale ,,Annealing“-Temperatur ermittelt werden.
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Sofort nach der Zugabe der Tag-Polymerase werden die Proben in den ,,Thermo-
Cycler* iiberfiihrt. Da der Deckel des Gerits beheizt ist und so ein Verdunsten der
Proben verhindert, ist das Uberschichten der Proben mit Mineral6l nicht notig. Ein
Standard-Programm fiir den ,,Thermo-Cycler* ist in Tabelle 2.3 dargestellt. Nach Be-
endigung des PCR-Programms konnen die Proben iiber Nacht bei 4 °C oder fiir ldngere

Zeit bei -20 °C gelagert werden.

2.2.15 DNA-Sequenzierung: Didesoxymethode nach Sanger

Dieses Verfahren zum Ermitteln der Basenabfolge einer DNA-Sequenz beruht auf dem
Prinzip, da3 DNA-Fragmente, die durch kontrollierten Abbruch der enzymatischen
Replikation des DNA-Einzelstrangs erzeugt wurden, elektrophoretisch nach ihrer Gro-
Be aufgetrennt und anschlieBend detektiert werden (Sanger & Coulson, 1975; Sanger
etal., 1977). Zur Replikation des Einzelstrangs wird zumeist eine rekombinante DNA-
Polymerase bakteriellen oder viralen Ursprungs und ein synthetischer Primer verwen-
det. Zusitzlich zu den vier benétigten Desoxyribonucleotiden enthilt das Reaktions-
gemisch noch ein 2’,3’-Didesoxyanalogon. Der Einbau des Analogons in den DNA-
Strang blockiert die weitere Synthese, da durch das fehlende 3’-Hydroxylende keine
weitere Phosphodiesterbindung mehr gekniipft werden kann; es kommt zum Abbruch
der Synthese. Das Verhiltnis von Didesoxyanalogon zum eigentlichen Desoxyribo-
nucleotid wird so gewdhlt, da3 der Kettenabbruch an allen moglichen Positionen statt-
findet. Zur Sequenzierung werden vier solcher Ansitze (einer fiir jedes Didesoxyana-
logon) elektrophoretisch aufgetrennt und die Fragmente detektiert, wodurch die Ba-
senabfolge ermittelt werden kann. Zur Detektion kommen unterschiedliche Methoden
in Frage; in der vorliegenden Arbeit erfolgte die Detektion mittels Autoradiographie:
Hierfiir wird in den Sequenzierreaktionen anstelle von dATP o[>3S]-dATP eingesetzt.
Dadurch konnen die im Sequenzgel aufgetrennten einzelstringigen DNA-Fragmente
durch Filmschwirzung sichtbar gemacht werden. Die eigentliche Sequenzierreaktion
wird mit Hilfe des T’ Sequencing-Kits (Pharmacia Biotech) durchgefiihrt, bei dem als
Polymerase T7-DNA-Polymerase verwendet wird. Im Gegensatz zur Sequenzierung
mit Klenow-Fragment als DNA-Polymerase erfolgt die Reaktion in zwei Schritten.
Im ersten Schritt, der Markierungsreaktion, findet die Replikation in Abwesenheit ei-
nes Didesoxynucleotids statt. T7-Polymerase akzeptiert Didesoxynucleotide praktisch

ebenso gut als Substrat wie Desoxynucleotide; um auch langerkettige Abbruchfrag-
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mente zu erhalten, ist daher eine gewisse Zeit der Primer-Verldngerung ohne Abbruch
notwendig. Im zweiten Schritt, der Abbruchreaktion, werden dann die Didesoxyana-

loga zugesetzt und somit die Abbruchfragmente erzeugt.

Materialien:

* Macrophor-Sequenziergelapparatur (Pharmacia Biotech);

* DNA-Sequenziergelsystem (Roth) bestehend aus Sequenziergel-Konzentrat, Se-

quenziergel-Verdiinner und Puffer-Konzentrat.

e TBE-Stammlosung (10x):
121 g Tris-Base,
53,4 g Borséure,
7,4 ¢ EDTA oder 40 ml 0,5M EDTA-L6sung, pH 8,0,
werden mit bidest. Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. Die resultierende Losung be-

sitzt einen pH von 8,3.
* Ammoniumperoxodisulfat- Losung (10 %):

* 1 g APS werden in 10 ml bidest. Wasser gelost aliquotiert (je 400 ul) und bei -
20 °C aufbewahrt. Einmal aufgetaute Aliquots werden nicht wieder eingefroren,

sondern verworfen.
* TEMED (Sigma);

* a[*S]-dATP, 10 uCi/ul (Amersham).

Alle folgenden Komponenten sind Bestandteil des T’ Sequencing-Kits (Pharmacia Bio-
tech):

* T7-Polymerase, 8 U/ul;

* Annealing Buffer:
1 M Tris/HCI (pH 7,6),
100 mM MgCl,,
160 mM DTT;

* Enzyme Dilution Buffer:
20 mM Tris/HCI (pH 7.,5),
SmM DTT,
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100 pg/ml BSA,
5 % Glycerol;

* Labeling-Mix-dATP:
1,375 uM dCTP, dGTP, dTTP in 333.5 mM NaCl.

e ,,A-Mix-Short*, ,,C-Mix-Short*“, ,, G-Mix-Short“, ,,T-Mix-Short* (Zusammen-
setzung, siehe Tabelle 2.4);

Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Nucleotidgemische fiir die Abbruchreaktion bei der Sequenzierung

mit T7-Polymerase

A-Mix-Short C-Mix-Short G-Mix-Short T-Mix-Short Konzentration

dCTP, dGTP, dTTP je 840 uM

dATP 93,5 uM

ddATP ddCTP* ddGTP ddTTP 14 uM/*17 uM
Tris-HCI (pH 7,6) 40 mM

NaCl 50 mM

» Stop-Losung:
0,3 % Bromphenolblau, 0,3 % Xylen-Cyanol FF, in 10mM EDTA, pH7,5 und

97,5 % deionisiertem Formamid.

Durchfiihrung:
Giellen des Gels:

* Vor dem GieBen des Gels werden die Sequenzgelplatten griindlich gereinigt.*
Die Thermostatplatte wird zusitzlich mit Repel-Silan ES behandelt, um das spi-
tere Ablosen des Gels zu erleichtern. Hierzu werden ca. 5 ml Repel-Silan ES
(Dimethyl-dichlorsilan, 2 % w/v in Octamethylcyclotetrasiloxan) auf der Glas-
platte verrieben. Nach 5-10 min wird die Platte zunéchst mit Ethanol und dann

mit bidest. Wasser abgerieben.

“4Je 5ml 1 M NaOH und Methanol werden auf die Sequenzgelplatten gegeben und unter Druck verrie-
ben, um alle Gelreste zu entfernen. Dann werden 2,5 ml SDS-Losung (0,1 %) aufgegeben und verrieben
bis die Platten wieder trocken sind. AnschlieBend werden die Platten mit bidest. Wasser abgesspiilt,
trockengerieben und mit 5 ml Aceton entfettet. AbschlieBend wird mit bidest. Wasser das Aceton ent-

fernt und die Platten trockengerieben.
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* Fiir ein Sequenzgel (6 %, denaturierendes Polyacrylamidgel in TBE mit 8,3 M
Harnstoff) werden:
12 ml Sequenziergel-Konzentrat,
33 ml Sequenziergel-Verdiinner,
5 ml Puffer-Konzentrat
gemischt und zur Polymerisation mit 400l APS-Losung, 10% und 20 pl
TEMED versetzt. Beim Gieflen des Gels ist darauf zu achten, daf3 keine Luft-
blasen entstehen. Unmittelbar nach dem GieB3en wird der Probenkamm (Hai-
fischkamm) eingesetzt und fixiert. Nach 60-90 min bei Raumtemperatur ist das

Gel auspolymerisiert.

Sequenzierreaktion:
* Priparation von Einzelstrang-Template aus Plasmid-DNA:

Zunichst wird eine Plasmid-Losung hergestellt, die 1,5-2 ug DNA in 8 ul ent-
hilt. Zur Denaturierung werden 2 ul 2 M NaOH zugesetzt, kurz gemischt und
fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann werden 3 pul 3 M Natriumacetat
(pH4,8) und 7 pul bidest. Wasser (steril) zugesetzt und zur Fillung 60 pl Etha-
nol (100 %) zugegeben. Nach Inkubation bei -80 °C fiir 15 min wird die gefillte
DNA abzentrifugiert (Eppendorf-Kiihlzentrifuge, 18000 xg fiir 10 min bei 4 °C).
Der Uberstand wird verworfen, die gefillte DNA vorsichtig mit 60 pl eiskaltem
Ethanol (70 %) versetzt und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt,
die DNA fiir 10 min im Wérmeblock bei 37 °C getrocknet und abschlieBend in
10 pl bidest. Wasser (steril) gelost.

* Hybridisierung von Template und Primer:
Die Primer-Losung wird so angesetzt, dal} sie ca. 2,5 pmol Primer/ul enthélt
(entspricht bei einem 20mer 16,5 ng/ul). Zur gelosten denaturierten DNA wer-
den 2 pl Annealing-Puffer und 2 pl Primer-Losung zugegeben. Zur Hybridisie-
rung wird zunéchst fiir 20 min bei 37 °C und anschlieBend mindestens 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. An dieser Stelle konnen die Proben bei -20 °C

eingefroren werden.

* Herstellung der Polymerase-Losung: Ein T7-Polymerase-Aliquot wird mit En-
zyme Dilution Buffer auf 1,5 U/ul verdiinnt. Pro Template werden 2 ul der Po-
lymerase Losung bendtigt. Nach dem in Tabelle 2.5 dargestellten Schema wird

dann die bendtigte Menge an ,,Enzyme Premix* angesetzt:
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung des ,,Enzyme Premix* fiir die Sequenzierung mit T7-Polymerase

Zahl der Templates: 1 2 3 n
bidest. Wasser (steril): 1l 2ul 3ul nul
Labeling-Mix-dATP: 3ul 6 ul Oul 3npul
Polymerase-Losung: 2ul 4ul 6 ul 2npul
a[>>S]-dATP (1 ul = 10 uCi): Tul 2ul 3ul npul
Gesamtvolumen: 7wl 14 ul 21 ul Tn ul

* Markierungsreaktion:

Vor dem Start der Markierungsreaktionen miissen die Abbruchreaktionen vorbe-
reitet werden. Zu diesem Zweck werden vier Spalten einer Microsample-Platte
mit A, C, G, T, die Reihen mit Bezeichnungen fiir die Hybridisierungsansitze
beschriftet. In die entsprechenden Vertiefungen werden zunéchst nur je 2,5 ul
A-, C-, G-, T-Mix-Short vorgelegt. Dann erst werden durch Zugabe von je 6 ul
Enzyme Premix zu den (in 1,5 ml-Reaktionsgefidf3en vorliegenden) Hybridisie-
rungsansitzen die Markierungsreaktionen gestartet (jeweils im 30 sec Abstand).
4 min nach Start der ersten Reaktion wird die vorbereitete Microsample-Platte
auf den 37 °C-Wirmeblock tiberfiihrt.

* Abbruchreaktion:
Smin nach Start der ersten Markierungsreaktion werden je 4,5 ul der Reakti-
onsansitze in die A-, C-, G-, T-Vertiefungen der ersten Reihe der Microsam-
ple-Platte gegeben. Mit allen anderen Ansitzen wird im 30 sec Abstand iden-
tisch verfahren, wobei bei allen Schritten die Microsample-Platte auf dem 37 °C-
Wirmeblock belassen wird. 5 min nach Start der ersten Abbruchreaktion werden
je S ul Stop-Losung in die A-, C-, G-, T-Vertiefungen der ersten Reihe der Mi-
crosample-Platte gegeben. Mit allen anderen Ansitzen wird im 30 sec Abstand
identisch verfahren. Wird die Elektrophorese nicht am gleichen Tag durchge-
fiihrt, wird die Microsample-Platte bei -20 °C eingefroren. Ansonsten wird die
Microsample-Platte mit aufgesetztem Deckel auf den 80 °C-Wirmeblock iiber-
fiihrt und fiir 2 min inkubiert. AnschlieBend werden die Proben (je ein 3,5 pl

Aliquot) sofort aufs Gel aufgetragen.

Gel-Lauf und Autoradiographie:

* Das Gel wird in der Sequenzgelapparatur befestigt und die Kammern mit TBE-
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Losung (1x) befiillt, so dal die Gelridnder in den Puffer eintauchen. Der Kamm
wird vorsichtig entfernt und die Taschen mit TBE ausgespiilt (Entfernen von
Harnstoff). Der untere Gelrand wird ebenfalls gespiilt, um Luftblasen zu entfer-
nen. Dann wird die Macrophor-Apparatur auf 55 °C thermostatisiert und fiir 30—
60 min mit konstanter Leistung von 60 W ein Vorlauf durchgefiihrt. Nach dem
Vorlauf werden erneut die Taschen und der untere Gelrand gespiilt. Pro Spur
werden 3,5 ul Probe mit Hilfe von Gel-loading Tips (Roth) aufgetragen und die
Elektrophorese mit konstanter Leistung von 60 W durchgefiihrt. Der Gel-Lauf
wird abgebrochen, wenn der erste Farbmarker (Bromphenolblau) den unteren
Gelrand erreicht. Beide Pufferreservoirs werden entleert. Der Inhalt des unte-
ren Reservoirs wird zum radioaktiven Abfall gegeben (enthilt nicht eingebautes
a[>S]-dATP).

* Der Gel-Sandwich wird aus der Apparatur ausgebaut, die Spacer vorsichtig ent-
fernt und die Ohrenplatte mit dem anhaftenden Gel von der Thermostatplatte ab-
gelost. Ein zugeschnittenes Whatman 3MM Filterpapier wird auf das Gel gelegt
und das Gel wird vorsichtig von der Ohrenplatte abgezogen. Das nun auf dem
Filterpapier haftende Gel wird mit Frischhaltefolie abgedeckt und unter Vakuum
im Geltrockner (Aldo-Xer, Schiitt) bei 80 °C getrocknet.

* Das Filterpapier mit dem vollstindig getrockneten Gel wird in eine Rontgen-
kassette iiberfiihrt und in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm (Kodak Bio-Max

MR) aufgelegt. Der Film wird iiber Nacht belichtet und anschlieend entwickelt.

2.3 Zellbiologische Materialien und Methoden

2.3.1 Verwendete Zellinien

Alle verwendeten Zellinien werden mittels ELISA (Mycoplasma Detection Kit, Boeh-
ringer Mannheim) auf Mycoplasmen getestet. Es werden nur Mycoplasma-negative
Linien verwendet; bei positivem Ergebnis wird die entsprechende Zellinie komplett

verworfen und durch eine Mycoplasmen-freie Kultur ersetzt.

e BHK-21 (Baby Hamster Kidney):

Diese Zellinie mit Fibroblasten-artiger Morphologie leitet sich von einem Nie-
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renzellisolat neugeborener Goldhamster ab (Macpherson & Stoker, 1964). Sie
kann durch VSV, Serotyp Indiana und SeV, nicht aber durch MoMLYV infiziert
werden.

Empfohlenes Kulturmedium (ATCC): 80 % Modified Eagle’s BME/10 % Difco
tryptose phosphate broth + 10 % FCS.

Verwendetes Kulturmedium: DMEM mit 2 mM Alanyl-Glutamin + 10 % FCS.

* CV-1:
Diese Zellinie wurde aus dem Nierenzellisolat einer Afrikanischen Griinen
Meerkatze gewonnen (Jensen et al., 1964). Die Zellinie wird seither insbeson-
dere zu SV40-Studien verwendet, 146t sich aber auch mit einer Reihe anderer
Viren infizieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden CV-1-Zellen zur Vermehrung
rekombinanter Vaccinia Viren eingesetzt.
Empfohlenes Kulturmedium (ATCC): MEM mit EBSS + 10 % FCS.
Verwendetes Kulturmedium: MEM mit EBSS + 10 % FCS.

* HepG2:

Diese Zellinie leitet sich von einem hepatozelluldren Carcinom eines 15-jdhrigen
Patienten ab (Knowles et al., 1980). Die Zellen exprimieren zahlreiche Hepato-
cyten-spezifische Proteine, u. a. den ASGP-R (Schwartz et al., 1981). Es gibt kei-
ne Anhaltspunkte fiir eine HBV-Infektion, d. h. in den Zellen sind weder HB V-
DNA-Integrate nachweisbar noch 148t sich HBsAg detektieren.

Empfohlenes Kulturmedium (ATCC): MEM mit EBSS + 10 % FCS + NEAA +
Natriumpyruvat.

Verwendetes Kulturmedium: MEM mit EBSS/DMEM (im Verhiltnis 4:1) +
10 % FCS + NEAA + Natriumpyruvat + Biotin + 4,5 g/l Glucose. Der Biotin- und
der Glucose-Zusatz dienen der Stimulierung der ASGP-R Expression (Collins
et al., 1988; Weiss et al., 1994). Die Mischung aus MEM und DMEM wird ver-

wendet, da die Zellen in diesem Gemisch besser wachsen als in reinem MEM.

* HuH7:
Diese Zellinie leitet sich von einem hepatozelluldren Carcinom eines 57-jdhrigen
Patienten ab (Nakabayashi et al., 1982). Die Zellinie ist HBsAg-negativ und
exprimiert in FCS-freiem Medium zahlreiche Hepatocyten-spezifische Proteine.
Empfohlenes Kulturmedium (Nakabayashi et al., 1982): RPMI 1640 + 20 % FCS
+ 0,4 % Lactalbumin-Hydrolysat.
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Verwendetes Kulturmedium: M199 + 10 % FCS.

* MDCK (Madin Darby Canine Kidney):
MDCK-Zellen leiten sich von einem Nierenzellisolat eines gesunden Cockerspa-
niels ab (Gaush et al., 1966). Die Zellen zeigen in Kultur eine polaren Aufbau
und eignen sich daher zum Studium der Sortierung von eigenen und fremden
Membranproteinen (Wessels et al., 1989).
Empfohlenes Kulturmedium (ATCC): MEM mit EBSS +10 % FCS.
Verwendetes Kulturmedium: MEM mit EBSS + 10 % FCS.

 MI2:
M12-Zellen, die den humanen ASGP-R stabil exprimieren, sind von MDCK-
Zellen abgeleitet und wurden im Labor von M. Spiess im Biozentrum Basel eta-
bliert. (Fuhrer et al., 1993%). Die ASGP-R H1 ¢cDNA wurde mittels eines rekom-
binanten Retrovirus, also mittels Transduktion, die ASGP-R H2 cDNA mittels
stabiler Transfektion in die Zellen eingebracht. Als Selektionsmarker dienten
hierbei die Neomycin- bzw. die Histidinol-Resistenz.
Empfohlenes Kulturmedium (M. Spiess, pers. Mitteilung): MEM mit
EBSS + 10 % FCS + 2 mg/ml Histidinol.
Verwendetes Kulturmedium: MEM mit EBSS +10 % FCS +2 mg/ml Histidi-
nol + 600 ug/ml G418.

e NIH3T3:

Hierbei handelt es sich um eine embryonale Maduse-Fibroblasten-Zellinie
(Jainchill et al., 1969), deren Zellen urspriinglich eine starke Kontaktinhibiti-
on aufwiesen. Die Zellinie ist Basis fiir viele retrovirale Verpackungszellinien
und kann durch ecotropes oder amphotropes MoMLYV, VSV und SeV infiziert
werden.

Empfohlenes Kulturmedium (ECACC): DMEM mit 2mM Glutamin +
10 % NCSS.

Verwendetes Kulturmedium: DMEM mit 2 mM Alanyl-Glutamin + 10 % FCS’.

>In dieser Vervffentlichung wird die Bezeichnung M(y+f) fiir M12-Zellen verwendet.

5Um die Kontaktinhibition der Zellen aufrecht zu erhalten, sollte anstelle von fotalem Kilberserum
(FCS) Serum neugeborener Kilber (NCS) verwendet werden.

"Da die Zellen des verwendeten NIH 3T3-Klons keine Kontaktinhibition mehr auwiesen, wurde FCS

anstelle von NCS verwendet.
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« PES01:®
Diese von 3T3¢k™ -Zellen abgeleitete Zellinie (Miller & Buttimore, 1986) enthélt
ein stabil integriertes, modifiziertes MoMLV-Genom, exprimiert alle retrovira-
len Strukturgene (gag, pol, env) und eignet sich daher als Verpackungszellinie
zur Generierung rekombinanter Retroviren (Miller & Buttimore, 1986). Mit Hil-
fe von PES01 erzeugte rekombinante Retroviren transduzieren nur Miuse- und
Rattenzellen (ecotropes Wirtsspektrum).
Empfohlenes Kulturmedium (Miller et al, 1993): DMEM mit 2mM
Glutamin + 10 % FCS.
Verwendetes Kulturmedium: DMEM mit 2 mM Alanyl-Glutamin + 10 % FCS.

* PA317%:
Bei PA317 handelt es sich wie bei PESO1 um eine retrovirale Verpackungszelli-
nie. Im Gegensatz zu PES01 ist das urspriingliche MoMLYV env-Gen gegen das
env-Gen des endogenen Maus-Retrovirus 4070A (Chattopadhyay et al., 1981)
ausgetauscht. Mit Hilfe von PA317 erzeugte rekombinante Retroviren trans-
duzieren daher ein breites Spektrum an Sdugerzellen (amphotropes Wirtsspek-
trum).
Empfohlenes Kulturmedium (Miller et al., 1993): DMEM mit 2 mM Glutamin
+10 % FCS.
Verwendetes Kulturmedium: DMEM mit 2 mM Alanyl-Glutamin + 10 % FCS.

* Phoenix-Eco:’

Diese von 293T-Zellen abgeleitete Zellinie (Achacoso et al., 1996) enthilt ein
stabil integriertes, modifiziertes MoMLV-Genom, exprimiert alle retroviralen
Strukturgene (gag, pol, env) und eignet sich daher als Verpackungszellinie zur
Generierung rekombinanter Retroviren (siehe 2.4.4.4). Mit Hilfe von Phoenix-
Eco erzeugte Retroviren transduzieren nur Méause- und Rattenzellen. Im Ver-
gleich zu PES01 lassen sich mit Phoenix-Eco hohere Virus-Titer erzielen.
Verwendetes Kulturmedium: DMEM mit 2 mM Alanyl-Glutamin + 10 % FCS.

* Phoenix-Ampho:’
Phoenix-Ampho stellt das amphotrope Gegenstiick zu Phoenix-Eco dar (analog
dem Zellinienpaar PES01/PA317).
Verwendetes Kulturmedium: DMEM mit 2 mM Alanyl-Glutamin + 10 % FCS.

8PES501 und PA317 wurden freundlicherweise von A. D. Miller zur Verfiigung gestellt.

9Phoenix-Eco und Phoenix-Ampho wurden freundlicherweise von G. P. Nolan zur Verfiigung gestellt.
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2.3.2 Zellkultur
2.3.2.1 Allgemeines

Alle Arbeitsschritte, die steril ablaufen miissen, werden in einer Sicherheitswerkbank
(Clean Air DLF/BSS 4) durchgefiihrt.

Medien und Puffer werden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C temperiert.

Die Kultivierung aller verwendeten Zellinien erfolgt bei 36,5 °C in 5 % CO;-Atmo-

sphére in Wasser-ummantelten Inkubatoren (Forma-Scientific).

Materialien:

* 100 mM Natrium-Pyruvat-Losung (Life Technologies);
 Fotales Kilberserum (FCS, Life Technologies);

* Dulbecco’s Modifiziertes Eagle Medium (DMEM) bzw. Minimal Essential Me-
dium (MEM) bzw. Medium 199 (M199) mit 2 mM L-Alanyl-Glutamin + 10 %
FCS:

450 ml DMEM bzw. MEM bzw. M199/Glutamax (Life Technologies) werden
mit 50 ml FCS versetzt. L-Alanyl-Glutamin kann von den meisten Zellinien ge-
nauso gut wie L-Glutamin verwertet werden, ist aber in Losung sehr viel stabiler
als dieses. Das jeweilige Medium wird je nach Zellinie noch mit weiteren Sup-
plementen versehen. Im Falle von DMEM wird immer die Variante mit hohem

Glucosegehalt (4,5 g/1), Natrium-Pyruvat und NaHCOj3 verwendet.

* PBS ohne Ca?* und Mg?*:
95,5 g Dulbecco’s PBS-Pulver (Sigma) werden in 10 | bidest. Wasser gelost,
aliquotiert und autoklaviert. Die Losung hat folgende Zusammensetzung:
8 g/l NaCl,
1,15 g/l Na,HPOyq,
0,2 g/l KHyPOy4,
0,2 g/1 KCI.
Die Aufbewahrung erfolgt bei 4 °C.

* Trypsin/EDTA mit Phenolrot:
Fertiglosung (Life Technologies), die 0,25 g/l Trypsin enthilt und bei -20 °C ge-

lagert wird. Einmal aufgetaute Gebrauchslosung wird bei 4 °C autbewahrt.
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2.3.2.2 Auftauen von Zellen

Folgendes Protokoll wird fiir alle benutzten Zellinien verwendet:

Durchfiihrung:

* Die in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen werden mdglichst rasch ins 37 °C

Wasserbad iiberfiihrt und aufgetaut.

* Die Zellsuspension wird vorsichtig mit 10 ml FCS-haltigem Medium vesetzt, fiir
2 min mit 200 xg (Heraeus Megafuge 1.0 R mit Ausschwingrotor) zentrifugiert

und der Uberstand verworfen.

* Das Zellsediment wird in 5 ml oder 10 ml FCS-haltigem Medium resuspendiert

und in eine 50 ml- oder 260 ml-Zellkulturflasche ausgesit.

2.3.2.3 Zellpassage

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit werden die in Kultur gehaltenen Zellinien ein- bis
dreimal pro Woche nach folgender Vorschrift passagiert. Die Passage erfolgt, wenn die
Zellen 80 % Konfluenz erreicht haben.

Durchfiihrung:

* Das alte Medium wird entfernt und die Zellen mit 5ml PBS gewaschen, um

Mediumreste zu entfernen (Trypsin wird durch FCS inaktiviert).

* 1 ml Trypsin/EDTA werden so zugegeben, dafl der gesamte Zellrasen bedeckt

ist.

¢ Wenn sich die Zellen vom Flaschenboden ablosen, werden 4 ml DMEM + 10 %
FCS zugegeben, die gesamte Zellsuspension aufgenommen, die gewiinschte

Menge (1/2 bis 1/20) passagiert und mit 12 ml frischem Medium versetzt.

Die Mengenangaben beziehen sich auf 260 ml-Kulturflaschen (Nunc) und kénnen fiir
800 ml-Kulturflaschen einfach verdoppelt und fiir 50 ml-Kulturflaschen halbiert wer-

den.
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2.3.2.4 Cryokonservierung von Zellen

Materialien:
¢ Einfriermedium:
70 % FCS-freies Medium, 20 % FCS, 10 % DMSO (Sigma);

* Cryorohrchen, 2 ml (Nunc);

* Nicool Plus Einfriergerit (Air Liquide).

Durchfiihrung:

* Die Zellen werden trypsiniert und in 10 ml FCS-haltigem Medium aufgenom-

men.

+ Die Zellsuspension wird fiir 2 min mit 200 xg zentrifugiert und der Uberstand

verworfen.

¢ Das Zellsediment wird in 2 ml (Zellen aus einer 260 ml-Kulturflasche) oder 4 ml
(Zellen aus einer 800 ml-Kulturflasche) Einfriermedium resuspendiert und je
I ml in Cryordhrchen iiberfiihrt. Ein Cryoréhrchen wird nur mit 1 ml Einfrier-

medium befiillt; es dient beim Einfrieren als Referenzrohrchen.

* Die Cryorohrchen werden in die Kiihlkammer des Einfriergerits tiberfiihrt. Der
Referenz-Temperaturfiihler wird in das Medium des Referenzrohrchens getaucht,
die Kiihlkammer geschlossen und das Einfrierprogramm gestartet. Alle verwen-
deten Zellinien werden mit demselben Programm, das sich aus den in Tabelle

2.6 dargestellten Schritten zusammensetzt, eingefroren.

* Die eingefrorenen Kulturen werden moglichst rasch in den Stickstofftank iiber-
fiihrt.

2.3.2.5 Zellzdhlung mit dem Hamocytometer nach Neubauer

Materialien:

* 0,4 % (w/v) Trypanblau (Sigma);

* Hamocytometer nach Neubauer.
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Tabelle 2.6: Ablauf des Programms zur Cryokonservierung von Zellen

Programmschritt Parameter

Aquilibrieren: Kammertemperatur und Medium im Referenzrohrchen wer-
den auf 20 °C 4quilibriert.

Abkiihlen: Die einzufrierenden Zellen werden mit 2,8 °C/min auf 0 °C
abgekiihlt.

Stickstoffpuls: Es wird schlagartig soviel Stickstoff in die Kammer geleitet,
daBl die Kammer in moglichst kurzer Zeit auf -50 °C abkiihlt.

Abkiihlen Erreicht die Temperatur des Mediums im Referenzrohrchen

(optional): nach dem Stickstoffpuls nicht -30 °C, so wird mit 5 °C/min
gekiihlt, bis diese Temperatur erreicht ist.

Aquilibrieren: Die Temperatur wird fiir 60 sec auf -30 °C gehalten.

Einfrieren: Mit einer Rate von 4 °C/min wird bis auf -150 °C abgekiihlt.

Durchfiihrung:

* Die Zellen werden trypsiniert und in 10 ml DMEM + 10 % FCS aufgenommen.

* 90 ul Trypanblau werden mit 10 pl der Zellsuspension versetzt, gut gemischt und
fiir 5—15 min inkubiert. Lebende Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf, wihrend
durch die nicht mehr intakte Plasmamembran toter Zellen der Farbstoff eindrin-
gen kann. Die Firbung sollte nicht zu lange durchgefiihrt werden, da sonst auch

lebende Zellen beginnen, den Farbstoff aufzunehmen.

* Auf das Himocytometer wird ein Deckglidschen aufgelegt und die beiden Kam-
mern mit dem Farbstoff-Zellgemisch befiillt. Die vier Eckquadrate jeder Kam-
mer werden unter dem Mikroskop (Olympus IMT-2) ausgezéhlt. Lebende Zellen

erscheinen weif} auf blauem Hintergrund.

* Bestimmung der Zellzahl: Ein Eckquadrat einer Kammer entspricht bei aufge-
legtem Deckglédschen 10~%cm?. Da die Zellsuspension 1 : 10 in Trypanblau ver-

diinnt wird, ergibt sich somit die Zellzahl/ml nach folgender Formel:

Zellzahl/ml = Durchschnittliche Zellzahl pro Eckquadarat x 10* x 10
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2.3.2.6 Zellfixierung und Farbung

Zur Auszidhlung von Zellkolonien nach G418-Selektion wird eine Farbemethode be-
notigt, die bis zum Zeitpunkt der Fixierung lebende Zellen dauerhaft und kontrastreich
anfirbt. Ein geeignetes Verfahren fiir diese Anwendung ist die Kristallviolett-Firbung,
die den Vorteil kurzer Fixierungs- und Férbezeiten hat. Weiterhin sind Kristallviolettlo-
sungen iiber lange Zeit stabil und miissen daher nicht (wie viele andere Féarbelosungen)

vor Gebrauch frisch angesetzt werden.

Materialien:
* Fixierlosung:
TCA, 5% (w/v). 25 g TCA werden in bidest. Wasser gelost und auf 500 ml auf-
gefiillt.

* Kristallviolett-Stammlosung, 10x:

3 % Kiristallviolett in Ethanol, 40 % (w/v). 200 g Ethanol werden mit bidest.
Wasser auf 500 ml aufgefiillt und 15 g Kristallviolett (Fluka) in diesem Gemisch
gelost.

* Kiristallviolett-Féarbelosung:
0,3 % Kristallviolett in Ethanol, 4 %. 50 ml Stammlésung werden mit bidest.

Wasser auf 500 ml aufgefiillt. Die Fiarbelosung ist bei Raumtemperatur stabil.

Durchfiihrung:

¢ Nachdem das Medium entfernt wurde, werden die zu fiarbenden Zellen mit 5 ml

PBS pro 6 cm-Kulturschale gewaschen.

* Die gewaschenen Zellen werden mit 3 ml TCA, 5 % pro 6 cm-Kulturschale fiir

15 min fixiert.

* Die Fixierlosung wird entfernt und die fixierten Zellen werden mit 3 ml Lei-

tungswasser pro 6 cm-Kulturschale gewaschen.
* Die Firbung erfolgt fiir 15 min mit 3 ml Firbelosung pro 6 cm-Kulturschale.

* Die Firbelosung wird abgenommen und die Kulturschalen mit Leitungswasser

gewaschen, bis aller iiberschiissiger Farbstoff entfernt ist.

* Abschlieend werden die Kulturschalen bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.3.3 Transfektion

Zum Einbringen von Fremd-DNA in Sdugerzellen, die in Zellkultur gehalten werden,
existieren unterschiedliche Methoden. Die Calcium-Phosphat vermittelte Transfektion
(Wigler et al., 1979) stellt eine einfache und effiziente Methode dar, bei der bis zu 20 %
(in Einzelfillen mehr als 50 %) der Zellen einer Kultur Fremd-DNA aufnehmen. Der
genaue Mechanismus der DNA-Aufnahme ist nicht geklirt, erfolgt aber vermutlich
durch Endocytose, der der Transport der DNA zum Zellkern folgt. Bei der Lipofek-
tion werden DNA-Liposomen-Gemische (,,Lipoplexe*) eingesetzt, wobei zumeist ei-
ne Mischung aus polykationischen Lipiden (zur Bindung der DNA) und neutralen Li-
piden (fiir die Membranfusion) verwendet wird. Mit Hilfe von Lipofektionen lassen
sich - im Vergleich zur Calcium-Phosphat vermittelten Transfektion - hohere Effizien-
zen erzielen. Allerdings ist eine Anpassung des Lipidgemischs an den zu transfizie-
renden Zelltyp notwendig: zum einen sind bei gegebener Lipidzusammensetzung die
Transfektionseffizienzen sehr stark Zelltyp-abhingig, zum anderen konnen — ebenfalls

Zelltyp-abhingig — cytotoxische Wirkungen bei der Lipofektion auftreten.

2.3.3.1 Calcium-Phosphat-Transfektion

Materialien:

e 2.5M CaCly:
10,8 g CaCl,-6H,0O werden in 20 ml bidest. Wasser gelost und sterilfiltriert. Die
Losung wird aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt.

e HBS, 2x:
8 g=280mM NaC(l,
5 g=50mM HEPES,
1 g=1mM Glucose,
0,38 g=10mM KCl,
0,19 g=1,5mM Na,HPO,.
Alle Komponenten werden in 480 ml sterilem bidest. Wasser gelost, mit 1 M
NaOH auf pH 7,12 eingestellt und auf 500 ml aufgefiillt. Die Losung wird steril-
filtriert und in 10 ml-Aliquots bei -20 °C aufbewahrt.
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Durchfiihrung:

Einen Tag vor Transfektion werden die zu transfizierenden Zellen trypsiniert, im
Himocytometer ausgezihlt und die gewiinschte Zellzahl (in der Regel 5 x 10°
Zellen) in 6 cm-Kulturschalen ausgesit, mit 5 ml Medium versetzt und fiir 24 h
bei 36,5 °C inkubiert.

Ca. 3 h vor Transfektion wird das Medium abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS

pro Kulturschale gewaschen und frisches Medium zugegeben.

Die Plasmid-Losung wird mit sterilem bidest. Wasser auf 225 pl aufgefiillt und
mit 25 ul CaCl,, 2,5 M versetzt.

HBS, 2x wird tropfenweise zur Plasmid-Losung gegeben und das Gemisch fiir

25 min bei Raumtemperatur zur Prizipitatbildung inkubiert.

Je 500 pl Prézipitat werden pro Kulturschale auf die Zellen gegeben und diese
fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

2.3.3.2 Lipofektion

2.3.3.2.1 Transfektion mit Lipofectamine

Materialien:

Lipofectamine (Life Technologies): 3:1 (w/w) Liposomen-Formulierung in ste-
rilem Wasser aus dem polykationischen Lipid 2,3-Dioleyloxy-N-[2(spermin-car-
boxamido)ethyl]-N,N-dimethyl-1-propanaminium-trifluor-acetat (DOSPA) und
dem neutralen Lipid Dioleyl-phosphatidyl-ethanolamin (DOPE);

DMEM;

DMEM + 10 % bzw. 20 % FCS.

Durchfiihrung:

Die folgende Arbeitsvorschrift beschreibt exemplarisch!'® die Transfektion in 3,5 cm-

Kulturschalen. Fiir Transfektionen in 6,0 cm-Kulturschalen wird jeweils das Doppelte

der angegebenen Mengen verwendet.

ODie angegebenen Bedingungen beziehen sich auf die Transfektion von NIH 3T3-Fibroblasten sowie

von retroviralen Verpackungszellinien auf Mausefibroblasten-Basis.
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* Einen Tag vor Transfektion werden die zu transfizierenden Zellen trypsiniert, im
Himocytometer ausgezihlt und die gewiinschte Zellzahl (2-3 x 10°) in 3,5 mm-
Kulturschalen ausgesit, mit 2 ml Medium versetzt und fiir 24 h bei 36,5 °C in-

kubiert.

* Je Transfektionsansatz werden 1,5ug zu transfizierende DNA in 100 ul FCS-
freiem DMEM sowie 15 ul Lipofectamine in 100 ul FCS-freiem DMEM ver-

diinnt.

* Die Losungen werden vereinigt, vorsichtig gemischt und fiir 30 min bei Raum-

temperatur zur Ausbildung der DNA-Liposomen-Komplexe inkubiert.

* Von den zu transfizierenden Zellen wird das Medium abgenommen und die Zel-
len mit 2 ml FCS-freiem DMEM gewaschen.

* Die Transfektionslosung wird mit 0,8 ml FCS-freiem DMEM verdiinnt und auf

die zu transfizierenden Zellen gegeben.

¢ Die Zellen werden fiir 5h bei 36,5 °C inkubiert, anschlieBend werden —ohne
das Transfektionsgemisch zu entfernen —die Zellen mit 1 ml DMEM + 20 % FCS

versetzt.

e 24h nach Beginn der Transfektion wird das Transfektionsmedium durch 2 ml
DMEM + 10 % FCS je Kulturschale ersetzt.

2.3.3.2.2 Transfektion mit Lipofectin

Materialien:
* Lipofectin (Life Technologies): 1:1 (w/w) Liposomen-Formulierung in sterilem

Wasser aus dem polykationischen Lipid N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-N,N,N-
trimethylammoniumchlorid (DOTMA) und dem neutralen Lipid Dioleyl-phos-
phatidylethanolamin (DOPE),

* DMEM,;
* Opti-MEM (Life Technologies);

* DMEM + 10 % bzw. 20 % FCS.
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Durchfiihrung:
Die folgende Arbeitsvorschrift beschreibt exemplarisch11 die Transfektion in 3,5 cm-
Kulturschalen. Fiir Transfektionen in 6,0 cm-Kulturschalen wird jeweils das Doppelte

der angegebenen Mengen verwendet.

* 48h vor Transfektion werden 2 x 10° Zellen je Kulturschale ausgesiit.

* Je Transfektionsansatz werden 1,5 ug zu transfizierende DNA in 100 ul Opti-
MEM sowie 10 ul Lipofectin in 100 ul Opti-MEM verdiinnt und fiir 30 min bei

Raumtemperatur inkubiert.

e Dann werden beide Losungen vereinigt, vorsichtig gemischt und fiir weitere

15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

* Von den zu transfizierenden Zellen wird das Medium abgenommen und die Zel-
len mit 2 ml FCS-freiem DMEM gewaschen.

* Die Transfektionslosung wird mit 0,8 ml Opti-MEM verdiinnt und auf die zu

transfizierenden Zellen gegeben.

e Die Zellen werden fiir 8 h bei 36,5 °C inkubiert, anschliefend werden —ohne
das Transfektionsgemisch zu entfernen —die Zellen mit 1 ml DMEM + 20 % FCS

versetzt.

* 24h nach Beginn der Transfektion wird das Transfektionsmedium durch 2 ml
DMEM + 10 % FCS je Kulturschale ersetzt.

2.3.4 Das Tet-Expressionssystem zur regulierbaren Gen-
Expression

Fiir viele Anwendungen ist eine regulierbare Gen-Expression erwiinscht: In allen Fil-
len, in denen die (abschaltbare) Expression toxischer Gene in stabil transfizierten Zel-
linien und/oder die Moglichkeit der quantitativen Regulation der Gen-Expession be-
notigt wird, kommen regulierbare Systeme zum Einsatz. Systeme, die auf eukaryon-

tischen Regulationselementen basieren, sind in der Regel mit einer Reihe von Pro-

"Die angegebenen Bedingungen beziehen sich auf die Transfektion von 293-Zellen sowie von retro-

viralen Verpackungszellinien auf 293-Basis.
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blemen behaftet: So ist die Induktion oftmals relativ unspezifisch und die Expressi-
onsstirke kann nur schlecht reguliert werden. Weiterhin weisen fast alle dieser Syste-
me ein gewisses Mall an Expression auch im ,,abgeschalteten* Zustand auf. Dagegen
kommen bei Tet-Expressionssystemen (Gossen & Bujard, 1992; Gossen et al., 1995)
heterologe bakterielle Regulationselemente zum Einsatz, die in eukaryontischen Zel-
len ansonsten nicht existieren. Das System basiert auf zwei Regulationselementen, die
vom Tetracyclin-Resistenz Operon des E. coli Tn10 Transposons abgeleitet sind: Dem
Tet Repressor-Protein (TetR) und der Tet Operator-Sequenz (tetO), an die TetR bin-
det. Das zu exprimierende Gen wird in ein ,,Response* Plasmid (z. B. pUHD10-3)
stromabwirts eines CMV-Minimalpromotors (P,,i,cyy) kloniert, der mit einem Tet-
responsiven Element (7 x tetO) verkniipft ist. Mit Hilfe des zweiten Plasmids (dem
,Regulator, z. B. pUHD15-1'?) wird ein Hybridprotein exprimiert, der Tet-gesteuerte
Transkriptionsaktivator (tTA). Dieses Fusionsprotein besteht aus dem Wildtyp TetR
und der VP16 Aktivierungsdoméne des Herpes simplex Virus. In Abwesenheit von
Tetracyclin bindet das tTA Protein an das Tet-responsive Element und aktiviert da-
mit die Transkription. Sobald Tetracyclin dem Kulturmedium zugesetzt wird, erfolgt
die Abschaltung der Transkription in dosisabhiingiger Weise, man spricht daher vom
Tet-Off System. Mit Hilfe von vier Aminosdureaustauschen im Wildtyp TetR entsteht
das ,reverse* TetR (rTetR, Bestandteil z. B. des Plasmids pUHG17-1 12), das die Tran-
skription in Anwesenheit von Doxycyclin!? (einem Tetracyclin-Analogon) aktiviert,
dies ist das Tet-On System. Beide Systeme ergeben eine stringente Kontrolle der An-
und Abschaltung der Gen-Expression, eine dosisabhédngige Regulierung der Induktion

und eine starke Expression bei voller Induktion.

Eine vollstindige Regulation (d. h. keine Expression im abgeschalteten Zustand, do-
sisabhiingige Aktivierung und starke Expression bei voller Aktivierung) wird nur in
einem vollstabilen System erreicht, d. h. die entsprechende Zellinie muf3 sowohl mit
dem Regulator-Plasmid als auch dem Response-Plasmid stabil transfiziert sein. Die-
ses System wird in zwei Schritten erzeugt: Zunichst erfolgt die Etablierung einer
Zellinie, die eine starke tTA bzw. rtTA Expression aufweist. Der Nachweis der tTA

bzw. rtTA-Expressionsstirke kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. In der vor-

2pUHD15-1 und pUHG17-1 wurden freundlicherweise von J.-J. Hwang zur Verfiigung gestellt.
B3rTetR reagiert 100x empfindlicher auf Doxycyclin als auf Tetracyclin, wihrend TetR auf beide Stoffe
gleich gut anspricht. Fiir das Tet-On System sollte daher Doxycyclin vewendet werden, wihrend man

beim Tet-Off System Tetracyclin oder Doxycyclin einsetzen kann.
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Abbildung 2.2: Funktionsschema des Tet-Off und des Tet-On Systems. A. Tet-Off: Der Tetracyclin-
gesteuerte Transaktivator (tTA) ist ein Fusionsprotein, das aus dem Wildtyp Tet-Repressor (TetR) und
der Herpes simplex VP16 Aktivierungsdoméne besteht. Mit Hilfe des Regulator-Plasmids pUHD15-1
erfolgt die tTA-Expression: In Abwesenheit von Tetracylin oder Doxycyclin (Tet bzw. Dox) bindet tTA
an das Tet-responsive Element (TRE) und aktiviert somit die Transkription des Gens, das unter Kon-
trolle des Hybridpromotors aus TRE und dem CMV-Minimalpromotor (Pyincmy) steht. Diese Funkti-
onseinheit befindet sich auf dem Response-Plasmid (pUHD10-3). Nach Zugabe von Tetracyclin oder
Doxycyclin wird die Expression abgeschaltet, da tTA, das Tetracyclin oder Doxycyclin gebunden hat,
nicht mehr an TRE bindet. B. Tet-On: Vier Aminoséiureaustausche kehren das Ansprechverhalten von
TetR auf Doxycyclin um (,,reverses TetR, rTetR). Das Fusionsprotein aus rTetR und VP16 (,rever-
ser Tetracyclin-gesteuerter Transaktivator, rtTA) aktiviert die TRE/Ppincmv gesteuerte Expression in

Anwesenheit von Dox, d. h. wenn rtTA Doxycyclin gebunden hat.
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liegenden Arbeit wird hierzu das Gen der sezernierten Alkalischen Phosphatase als
Reportergen eingesetzt (SEAP-Nachweis, Kirchhoff et al., 1995). Da SEAP sezer-
niert wird, erfolgt der Nachweis aus dem Zellkulturiiberstand mittels Luminometrie.
Hierbei werden die stabil transfizierten Klone transient mit dem Plasmid ptetO-SEAP
transfiziert. ptetO-SEAP enthilt das Gen der sezernierten Alkalischen Phosphatase
unter der Kontrolle des Tetracyclin-responsiven TRE/Pyincmv-Hybridpromotors. Die
SEAP-Expressionsstirke kann damit als MaB fiir die tTA- bzw. rtTA-Expression die-
nen. Als Positiv- bzw. Negativkontrolle werden Uberstinde pCMV-SEAP- bzw. p0-
SEAP-transfizierter Zellen im SEAP-Nachweis eingesetzt. Bei pCMV-SEAP erfolgt
die SEAP-Expression unter der Kontrolle des starken, konstitutiven hCM V-IE-Promo-
tors, pO—SEAP14 enthilt die SEAP cDNA ohne funktionellen Promotor. Regulierbare,
expressionsstarke Klone werden dann mit dem Response-Plasmid, welches das zu ex-
primierende Gen enthilt, sowie dem Plasmid pTK-Hyg (welches eine Selektion auf
Hygromycin-Resistenz erlaubt; Clontech) stabil cotransfiziert. Aus dem Pool der so-
mit dreifach stabil transfizierten Zellen wird der Klon ausgewihlt, der das beste Regu-

lationsverhalten zeigt.

Materialien:

* Phospha-Light Chemiluminescent Reporter Gene Assay zur Detektion sezer-
nierter plazentaler Alkalischer Phosphatase (Tropix), bestehend aus:
CSPD Chemilumineszenz Substrat,
Phospha-Light Assay Puffer: enthilt Inhibitoren gegen verschiedene Alkalische
Phosphatasen,
Phospha-Light Reaktionspuffer: enthilt einen Lumineszenz-Verstirker.
Verdiinnungslosung (5x),
Kontrollenzym (SEAP);

* Microlite ML2200 Mikrotiterplatten Luminometer (Dynatech);

* Mikrotestplatten (weif}) fiir die Luminometrie (Dynatech).

Durchfiihrung:

* Alle Reagenzien werden vor Verwendung auf Raumtemperatur gebracht.

4ptetO-SEAP, pCMV-SEAP und p0-SEAP wurden freundlicherweise von J.-J. Hwang zur Verfiigung
gestellt.
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* Die benotigte Menge Verdiinnungspuffer wird durch Verdiinnung des Konzen-

trats (5x) mit bidest. Wasser hergestellt.

* Das CSPD Substrat wird mit Reaktionspuffer verdiinnt (Ein Teil Substratlosung
auf neunzehn Teile Reaktionspuffer). Die Gebrauchslosung ist fiir mehrere Mo-
nate bei 4 °C stabil.

e 50 ul Zellkulturiiberstand der zu untersuchenden Zellen werden mit 150 pl Ver-
diinnungspuffer versetzt. Der verdiinnte Zellkulturiiberstand wird fiir 30 min bei
65 °C inkubiert.

e Zur Abkiihlung auf Raumtemperatur wird der verdiinnte Zellkulturiiberstand

kurz auf Eis gestellt.

e Je 100 ul werden in drei Kavititen einer Luminometer-Mikrotiterplatte gegeben
und mit je 100 ul Assay Puffer versetzt und anschlieend fiir 5 min bei Raum-

temperatur inkubiert.

* Dann werden je 100 ul Reaktionspuffer zugegeben und das Gemisch wird fiir
weitere 20—50 min bei Raumtemperatur inkubiert. Da die Reaktion zeitabhéngig
ist, sollte der Reaktionspuffer im selben Zeitintervall zugegeben werden, das

anschliefend fiir eine Messung benotigt wird.

* Abschlieend werden die Proben im Luminometer (Dynatech) vermessen.

2.4 Virologische Materialien und Methoden

2.4.1 Sendai Virus (SeV)

Sendai Virus (murines Parainfluenzavirus, Typ 1), das bei Mdusen Pneumonien hervor-
ruft, gehort zur Gruppe der Paramyxoviren, die ein (-)-Strang-RNA-Genom besitzen.
Der Aufbau des Genoms zeigt Ahnlichkeit mit dem des Vesikuliren Stomatitis Vi-
rus (VSV, ein Rhabdovirus), sowohl von der prinzipiellen Struktur als auch von der

Homologie bestimmter Abschnitte her.

Im Gegensatz zu VSV besitzt SeV zwei Hiillproteine, HN und F. Das HN-Protein

ist zustdndig fiir die Bindung des Virus an die Zelloberflache und besitzt weiterhin
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ERDEEEE L Sendai Virus

I N I NSI M I G I L Vesikulares Stomatitis Virus
3a| Isv
0 Nucleotide 15000

Abbildung 2.3: Schematischer Vergleich der Genome von SeV und VSV. Bedeutung der Abkiirzun-
gen: NP und N stehen fiir Nucleocapsidprotein; P fiir Phosphoprotein; C und NS fiir Nicht-Struktur-
Protein, M fiir Matrixprotein, F fiir Fusionsglycoprotein, G fiir Glycoprotein, HN fiir Himagglutinin-
Neuraminidase-Protein und L fiir Grof3es (Large) Protein (Polymerase-Komplex). C liegt innerhalb von
P und besitzt einen eigenen Leserahmen. Innerhalb von NS findet sich ebenfalls ein weiterer offener
Leserahmen. Abbildung nach Pringle & Heath (1990).

Hiamagglutinations- und Neuraminidase- Aktivitit. Das F-Protein ist notwendig fiir das
Eindringen des Virus in die Zelle und muf3 hierzu durch Trypsin-Spaltung (bzw. durch
Spaltung mit einem Enzym mit Trypsin-dhnlicher Spezifitit) aktiviert werden, wo-
durch eine hydrophobe Sequenz des Proteins zuginglich wird. Fiir die Virus-Reifung
ist die Spaltung nicht notwendig, komplette Virus-Partikel konnen auch nachtriglich
enzymatisch aktiviert werden. Da das HN-Protein an einen ubiquitiren Rezeptor bin-
det (Sialinsdure-haltige Ganglioside), konnen aktivierte Wildtyp-Viren eine gro3e An-
zahl verschiedener Zelltypen infizieren. Eine wirksame Virus-Vermehrung ist aber ab-
hingig vom Vorliegen einer Trypsin-dhnlichen Protease, da nur dann mehrere Vermeh-

rungszyklen durchlaufen werden kénnen.

2.4.1.1 Vermehrung von SeV in embryonierten Hiihnereiern'>

SeV laBt sich sehr gut an die Propagation in den Zellen der Chorion-Allantois-Mem-
bran von embryonierten Hiihnereiern adaptieren (Mayr et al., 1974). Da die Allantois-
fliissigkeit Trypsin-dhnliche Proteasen enthilt, konnen zahlreiche Vermehrungszyklen

stattfinden, die zu hohen Virus-Titern fithren.

SDie Vermehrung von SeV wurde in der Arbeitsgruppe von PD Dr. W. J. Neubert in der Abteilung Vi-

rusforschung (Prof. Hofschneider) am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried durchgefiihrt.
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Durchfiihrung:

* Neun Tage bebriitete Hiihnereier werden fiir 24 h bei 35 °C in einem beliifteten
Brutschrank (ohne CO,-Zufuhr) inkubiert.

* Am Morgen des Infektionstages werden unter der Schierlampe die Begrenzun-
gen der Luftblase auf der Eischale, sowie die Injektionsstelle angezeichnet. Die-
se sollte moglichst nahe an der Grenze der Lufthohle und moglichst nahe am
Kopf des Embryos liegen. Unter der Schierlampe ist dieser gut als dunkler Fleck
zu erkennen. Weiterhin ist darauf zu achten, daf} die Injektionsstelle so liegt, daf3
bei der Injektion kein Blutgefil getroffen wird. Nach dem Anzeichnen werden

die Eier weiter bei 35 °C bebriitet.

* Von der Virus-Losung wird eine Verdiinnung hergestellt, die 1 KIDs(!'/100 ul
enthilt (Verdiinnungen werden mit PBS durchgefiihrt).

* Die Eier werden griindlich mit Ethanol desinfiziert. Wenn das Ethanol verdun-
stet ist, wird die Eischale an der angezeichneten Injektionsstelle vorsichtig an-
geschliffen (Karborund-Vulkanscheibe).

e Auf eine 1 ml-Spritze wird eine 0,9 x 40 mm Injektionsnadel aufgesetzt und

400 pl der Infektionslosung aufgezogen.

* Man durchsticht die Eischale an der angeschliffenen Stelle, fiihrt die Nadel so-
weit ein, daf der Schliff nicht mehr zu sehen ist und schiebt die Nadel nochmals
um 2-3 mm nach. Dann injiziert man 100 ul Infektionslosung in die Allantois-
hohle. Die Injektion mufl langsam und ruckfrei erfolgen, da sonst Fliissigkeit an
der Injektionsstelle austritt. Mit derselben Nadel und Spritze werden noch drei
weitere Eier infiziert. Auf diese Weise wird die gewiinschte Anzahl von Eiern

infiziert.

* Die Injektionsstellen werden mit Klebeband steril abgedeckt und die Eier wieder

zuriick in den Brutschrank gestellt.
* Dann erfolgt die Nachbrut fiir 72 h bei 35 °C.

* Am Ende der Nachbrut werden die Eier iiber Nacht im Kiihlschrank bei 4 °C

aufbewahrt, so dafl die Embryonen absterben.

161 KIDs entspricht ca. 5000 pfu/ml.
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* Vor dem Offnen der Eischale am Luftsack wird griindlich mit Ethanol desinfi-
ziert. Nachdem das Ethanol verdunstet ist, wird die Eischale entlang der Luft-

sackbegrenzung mit einer chirurgischen Pinzette entfernt.

Mit der abgeflammten Pinzette durchsto3t man vorsichtig die Haut des Luft-
sacks und die Allantoishiille. Dann wird die Spitze einer 10 ml-Pipette auf die
geschlossenen Enden der Pinzette aufgesetzt, beide ca. 5 mm in die Allantois-
hohle eingetaucht und die Allantoisfliissigkeit!” abgesaugt. Dabei verbleibt die
Pipettenspitze auf der Pinzette, um zu verhindern, da Membranhéute oder an-
dere festen Bestandteile die Pipette verstopfen. Ist die Allantoisfliissigkeit hi-

molytisch oder durch Eigelb getriibt, muf} sie verworfen werden.

Die vereinigten Allantoisfliissigkeiten werden abschlieend fiir 5min mit

3000 xg zentrifugiert, um Membranreste, etc. abzutrennen.

Die Allantoisfliissigkeit wird mittels HA-, HAD- und KID-Test (s.u.) auf ih-
re Infektiositdt untersucht und charakterisiert. Die Lagerung erfolgt bei -80 °C,

aufgetaute Virus-Losungen werden nicht wieder eingefroren, sondern bei 4 °C

aufbewahrt, wobei die Infektiositit fiir 1-3 Wochen erhalten bleibt.

2.4.1.2 Vermehrung von SeV in Zellkultur

Bei der Infektion von Zellkulturen kann nur ein Vermehrungszyklus durchlaufen wer-

den, da eine Trypsin-dhnliche Aktivitit im Zellkulturmedium fehlt. Um einen infek-

tiosen Zellkulturiiberstand zu erhalten, muf} dieser mit acetyliertem Trypsin aktiviert

werden. Da dieses durch FCS vollstindig inaktiviert wird, erfolgt die Infektion und

Vermehrung in FCS-freiem Medium, das einen geeigneten Serum-Ersatz enthilt.

Materialien:

* Nutridoma-Medium:
DMEM mit L-Alanyl-Glutamin und Natrium-Pyruvat,
Nutridoma SR (Boehringer Mannheim).

Das gewiinschte Volumen DMEM wird mit 1/100 Volumen Nutridoma SR ver-

setzt.

7Nach 10 Tagen betrigt das Volumen der Allantoisfliissigkeit 4—6 ml, nach 13 Tagen ca. 13 ml. Dies

ist deshalb die maximale Menge, die pro infiziertem Ei geerntet werden kann (Mayr et al., 1974)
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Alternativ: Ultra Culture (Bio Whittaker). Ultra Culture ist ein Serum-freies
Komplettmedium auf DMEM/F12 Basis.

Acetyliertes Trypsin, 100x (0,1 mg/ml):

Lyophylisiertes acetyliertes Trypsin (Sigma),

FCS-freies DMEM.

1 mg acetyliertes Trypsin-Lyophylisat werden in 10 ml FCS-freiem DMEM ge-
16st, sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

Durchfiihrung:

Einen Tag vor Infektion werden NIH 3T3-Zellen in 50 ml-Kulturflaschen ausge-
sit (1 x 10° Zellen pro Flasche).

Nachdem das Medium abgenommen wurde, wird zwei- bis dreimal mit 5 ml

PBS je Kulturflasche gewaschen, um alle FCS-Reste zu entfernen.

Von der Virus-Losung werden die gewiinschten Verdiinnungen mit Nutridoma-

Medium angesetzt.

Die Zellen werden mit 1 ml Virus-Losung pro 50 ml-Kulturflasche infiziert und

fiir eine Stunde bei 36,5 °C inkubiert (Flaschen verschlieB3en).
Es folgt die Zugabe von 4 ml Nutridoma-Medium.
Dann erfolgt Inkubation fiir 24 h bei 36,5 °C (Flaschen wie normal beliiften).

Der Nachweis der erfolgreichen Infektion kann durch einen HAD-Test erfolgen.
Eine erfolgreiche Infektion ist bei hoheren Viruskonzentrationen bereits am auf-
tretenden CPE (12- 24 h nach Infektion) erkennbar.

Der Zellkulturiiberstand wird fiir 5 min mit 3000 xg zentrifugiert, um Zellen und

Zelltrimmer abzutrennen.

Der Uberstand wird bei -80 °C gelagert oder zur Aktivierung mit 1/100 Volumen

acetyliertem Trypsin versetzt und fiir 10 min bei 36,5 °C inkubiert.

Der aktivierte Uberstand kann nun zur Infektion weiterer Zellkulturen verwendet

werden.
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2.4.2 Virologische Tests zur Charakterisierung von SeV

Materialien:

* Alsevers Losung:
20,5 g Dextrose,
8 g Natriumcitrat oder 8,48 g Natriumcitrat-Dihydrat,
0,55 g Citronenséure,
4,2 g NaCl
werden in 1000 ml bidest. Wasser gelost und sterilfiltriert. Die Losung besitzt

einen pH-Wert von 6,1.
* Erythrozyten-Suspension fiir HA-, HAD- und KID-Test:

— Stammldsung:
Es werden Humanerythrozyten der Blutgruppe O benétigt. Pro 7 ml Blut
werden in der Spritze 3 ml Alsevers Losung vorgelegt. Das gewonnene Blut
wird fiir 5min bei 800 xg zentrifugiert und dreimal mit Alsevers Losung
gewaschen. Nach jedem Waschschritt wird der Zentrifugationsschritt wie-
derholt. AbschlieBend wird das Erythrozytensediment mit Alsevers Losung

aufgefiillt. Diese Suspension ist bei 4 °C fiir mindestens 14 Tage haltbar.

— Gebrauchslosung:
Die sedimentierten Erythrozyten werden im Alsevers Uberstand resuspen-
diert und ein Aliquot der Suspension in ein neues Zentrifugenrohrchen
tiberfiihrt. Die Suspension wird mit PBS versetzt und fiir 5 min bei 800 xg
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen, das Sediment in PBS re-
suspendiert und erneut zentrifugiert. Falls der Uberstand noch eine deut-
liche Rotfirbung aufweist, wird dieser Schritt wiederholt. Der Uberstand
wird abgenommen, ein Aliquot des Erythrozytensediments entnommen und
eine 1 % Suspension in FCS-freiem Medium oder PBS hergestellt. Diese
Suspension wird in den virologischen Tests eingesetzt. Die restlichen Ery-
throzyten werden wieder mit Alsevers Losung iiberschichtet und bei 4 °C

aufbewahrt.

* Mikrotiterplatten fiir die Zellkultur mit U-formigen Kavitédten (Greiner).
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2.4.2.1 Bestimmung der hamagglutinierenden Einheiten mittels HA-Test

Dieser Test macht keine Aussage iiber die Anzahl infektioser SeV-Partikel, sondern
nur iiber die Anzahl HN-tragender Partikel. Der Unterschied ist von Bedeutung, da bei
der mehrfachen Passage von hohen SeV-Konzentrationen in Hiihnereiern zunehmend
sog. defektive interferierende Partikel(DI-Partikel) auftreten, die nicht mehr infektios
sind, in ihrer Hiille aber das HN-Protein tragen. Prinzip des Tests ist die Bindung des
HN-Proteins an humane Erythrozyten der Blutgruppe 0 oder an Hiihnererythrozyten.
Durch schrittweise Verdiinnung der Virus-Suspension in einer Mikrotiterplatte wird

ein Endpunkt der Himagglutination = HA-Titer erreicht.

Durchfiihrung:
* In einer Mikrotiterplatte werden mit DMEM + 10 % FCS Verdiinnungen der aus-

zutestenden Virus-Losung angelegt, wobei mit unverdiinnter Virus-Losung be-
gonnen wird, die schrittweise um den Faktor 2 verdiinnt wird (es werden 12 Ver-
diinnungsstufen angelegt). Das Volumen an Virusverdiinnung pro Kavitit betrigt
hierbei 25 pl.

* In jede Kavitit werden nun 25 pl Erythrozyten-Suspension, 1 % zugegeben.
* Die Mikrotiterplatte wird fiir 1 h bei 4 °C inkubiert.

* Auswertung: Eine HA-FEinheit ist die Virusverdiinnung, bei der gerade noch

vollstindige Himagglutination eintritt.

2.4.2.2 AQuantitative Bestimmung infektiéser Virus-Partikel mittels
KID50-Test

In diesem Test werden NIH 3T3-Zellen mit steigenden Virusverdiinnungen infiziert.
Infizierte Zellen exprimieren das HN-Protein auf ihrer Oberflache, das durch Ha-

madsorption von Erythrozyten an die Zellen nachgewiesen wird.

Durchfiihrung:
* In einer Mikrotiterplatte werden mit DMEM + 10 % FCS Verdiinnungen der aus-

zutestenden Virus-Losung angelegt, wobei mit unverdiinnter Virus-Losung be-

gonnen wird, die schrittweise um den Faktor 2 verdiinnt wird (es werden 24 Ver-
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diinnungsstufen angelegt). Das Volumen an Virusverdiinnung pro Kavitit betrigt
hierbei 25 pl.

* Zu den Virusverdiinnungen werden je 25 ul einer NIH 3T3-Zellsuspension zuge-
geben, die 1,5 x 103 Zellen/ml enthiilt.

* Die Mikrotiterplatte wird fiir 24 h bei 36,5 °C inkubiert.
* In jede Kavitit werden nun 25 pl Erythrozyten-Suspension, 1 % zugegeben.
* Die Mikrotiterplatte wird fiir 1-2 h bei 4 °C inkubiert.

* Auswertung: Eine KID ist die Virusverdiinnung, bei der der virale Effekt (in
diesem Fall die Hamagglutination) gerade noch erreicht wird. Der KIDs-Titer
ist der reziproke Wert der gerade noch positiven Verdiinnungsstufe und wird in

KID/ml angegeben.

Der Test kann auch als qualitativer Nachweis mit infizierten Zellkulturen in Zellkul-
turflaschen durchgefiihrt werden und wird dann als Himadsorptionstest (HAD-Test)

bezeichnet:

* Hierzu wird das Medium 24 h nach Infektion abgenommen, die Zellen mit 5 ml
PBS pro 260 ml-Kulturflasche gewaschen und anschlieBend mit 2 ml Erythro-
zyten-Suspension, 1 % versetzt und fiir 1 h bei 4 °C inkubiert. Dann wird der
Zellrasen drei- bis fiinfmal mit je 5ml PBS gewaschen und die Kulturen unter
dem Mikroskop auf infizierte Zellen (=Zellen, bei denen Hamadsorption statt-

gefunden hat) untersucht.

2.4.3 Rekombinante Vaccinia Viren zur Gen-Expression

Vaccinia Virus (VV)—ein Mitglied der Familie Poxviridae—besitzt eine lineares,
doppelstriangiges DNA-Genom von fast 200000 bp Linge. Das Genom enthilt 198
ORFs, von denen 56 fiir die Virus-Replikation entbehrlich sind. Damit bestehen
zahlreiche Moglichkeiten rekombinantes, replikationskompetentes Virus zu erzeugen
(Moss, 1992). Am hiufigsten wird hierbei vom VVrk-Gen Gebrauch gemacht, das mit-
tels homologer Rekombination durch das interessierende Gen ersetzt wird. Durch den

Wegfall des tk-Gens 148t sich rekombinantes Virus in tk~ -Zellinien identifizieren, da
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dann keine Verstoffwechselung des toxischen Nucleosidanalgons 5-Bromdesoxyuridin
(BrdU) mehr erfolgt, d. h. rekombinante VV sind —im Gegensatz zum Ausgangsvirus —

BrdU-resistent.

2.4.3.1 Das pTM1-F/VTF7-3 Expressionssystem

Aufgrund ihrer hohen Transkriptionsaktivitit, der Promotor-Spezifitit, der hohen Pro-
zessivitdt und der monomeren Struktur eignet sich T7-Polymerase sehr gut als Ba-
sis prokaryontischer Expressionssysteme. Mit Hilfe einiger Modifikationen kann T7-
Polymerase auch fiir die Expression in eukaryontischen Zellen eingesetzt werden. Das
in dieser Arbeit verwendete T7-Polymerase-gesteuerte eukaryontische Expressionssy-
stem (Moss et al., 1990; Elroy-Stein & Moss, 1993) besteht aus folgenden Kompo-
nenten: Einem rekombinanten Vaccinia Virus, vTF7-3, das die T7-Polymerase unter
Kontrolle eines Virus-eigenen Promotors (P7.5) anstelle des Virus-eigenen tk-Gens
enthilt, sowie einem Expressionsplasmid, pTM1, das das zu exprimierende Gen (in
diesem Fall SeV-F cDNA, Gerner, 1995; sieche Abbildung 2.4) unter Kontrolle des
T7 $10-Promotors enthilt.'® Nach Infektion mit dem rekombinanten Virus kommt es
zum Erliegen der zellulidren Proteinsynthese, d. h. es werden fast ausschlieBlich virale
Gene und damit auch die T7-Polymerase exprimiert. Damit steht viel Polymerase zur
effizienten Transkription des durch nachfolgende Transfektion in die Zelle eingebrach-
ten T7-Expressionsplasmids zur Verfiigung. Da das durch die T7-Polymerase erzeugte
Transkript keine Cap-Struktur besitzt, die fiir eine effiziente Translation notwendig ist,
enthilt das Expressionsplasmid die EMCV-UTR (eine ,,internal ribosomal entry site®,
kurz IRES), die eine effektive Cap-unabhingige Translation ermoglicht. Sowohl die
Virus-Replikation als auch die T7-Polymerase-gesteuerte Expression laufen vollstidn-
dig im Cytoplasma —also ohne Beteiligung des Zellkerns —ab. Da die V V-Infektion zu
einem starken CPE und damit zum Zelltod fiihrt, ist eine dauerhafte Expression nicht

moglich, was den Hauptnachteil dieses Systems darstellt.

Materialien:

¢ rekombinantes Vaccinia Virus vTF7-3 mit bekanntem Titer;

¢ DMEM ohne FCS;

¥Das rekombinante Vaccinia Virus vTF7-3 sowie das SeV-F Expressionsplasmid pTM1-F wurden

freundlicherweise von W. J. Neubert zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 2.4: Aufbau des Plasmids pTM1-F. Die Expression der SeV-F cDNA erfolgt unter der
Kontrolle des T7 ¢10-Promotors (PT7). Der Transkriptionsstop erfolgt am T7 Transkriptionsterminator
(TT7). Zur effizienten Cap-unabhiingigen Translation ist zwischen Promotor und SeV-cDNA eine IRES
(internal ribosomal entry site) zwischengeschaltet (UTRgmcv ). Die flankierenden VVrk-Sequenzen sind
fiir die Expression ohne Bedeutung. Sie dienen zur Herstellung rekombinanter VV mittels homologer

Rekombination.

* Materialien fiir die Lipofektion (siehe 2.3.3.2).

Durchfiihrung:

* Einen Tag vor der Infektion/Transfektion werden die Zellen in der gewiinschten

Dichte in die Kavitidten einer 6 Well-Platte ausgesiit.

* Vor der Infektion werden die Zellen zweimal mit 2 ml FCS-freiem Medium je

Kavitit gewaschen.

* Die vTF7-3 Stammlosung wird aufgetaut und griindlich gemischt. Entsteht hier-
bei keine homogene Suspension, wird die Viruslosung zusitzlich fiir 30 sec im
Eis-/Wasserbad mit Ultraschall behandelt.

* Mit FCS-freiem Medium wird ein Aliquot der Virusstammldsung so verdiinnt,
daBl mit 500 ul eine MOI von 5-10 je 6 Well-Kavitit erreicht wird. Nicht beno-
tigte Stammlosung kann ohne Verlust der Infektiositit wieder eingefroren und

bei -20 °C bzw. -80 °C bis zum erneuten Gebrauch gelagert werden.

* Die Zielzellen werden fiir 1 h mit 500 pl Virusverdiinnung je Kavitét inkubiert.
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* Die Viruslosung wird von den Zellen abgenommen und diese wiederum zweimal

mit FCS-freiem Medium gewaschen.

¢ An die Infektion schlieft sich eine Transfektion (siche 2.3.3.2) an, wobei 1—

1,5 pug Plasmid je Kavitit eingesetzt werden.

2.4.3.2 SeV-F exprimierendes rekombinantes Vaccinia Virus'®

Dieses rekombinante Vaccinia Virus (rVV-F) dient der effizienten Expression des SeV-
F Proteins (Sakaguchi et al., 1993; Sanderson et al., 1994). Hierbei ist das viruseigene
tk-Gen durch die SeV-F cDNA ersetzt, die unter der Kontrolle des Virus-eigenen Pro-
motors P7.5 exprimiert wird. Zur Expression des Hiillproteins werden die in Frage
kommenden Zielzellen mit rVV-F infiziert. Im Vergleich zu dem im vorangegange-
nen Abschnitt beschriebenen System, bei dem eine Infektion und eine Transfektion
durchgefiihrt werden miissen, fiihrt hier bereits die Infektion zur Expression des inter-

essierenden Gens.

2.4.3.3 Vermehrung rekombinanter Vaccinia Viren

Vaccinia Viren konnen zwar eine groe Anzahl unterschiedlicher Zelltypen infizieren,
die Replikation jedoch findet nicht in allen Zellen mit gleicher Effizienz statt. Zur Pro-
pagierung der in dieser Arbeit verwendeteten rekombinanten VV werden CV-1-Zellen
eingesetzt, die sich neben HeLa S3 besonders zur Vermehrung von rekombinanten VV
eignen (Earl et al., 1993).

Materialien:

e CV-1-Zellen;
e Stamml6sung des rekombinanten Vaccinia Virus mit bekanntem Titer;
* MEM (Life Technologies) mit und ohne FCS;

* Trypsin/EDTA mit Phenolrot:
Fertiglosung (Life Technologies), die 0,25 g/l Trypsin enthilt und bei -20 °C ge-

lagert wird. Einmal aufgetaute Gebrauchslosung wird bei 4 °C aufbewahrt.

9rVV-F wurde freundlicherweise sowohl von D. P. Nayak als auch T. Yoshida zur Verfiigung gestellt.
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Durchfiihrung:

In acht 750 ml Zellkulturflaschen werden CV-1-Zellen ausgesiit.

Wenn die Zellen 80 % Konfluenz erreicht haben, werden die Zellen mit Vaccinia
Virus infiziert. Hierzu wird zunéchst aus der Virus Stammlosung mit FCS-freiem

MEM eine Verdiinnung hergestellt, die 0,1 pfu Vaccinia Virus/ml enthilt.

Von den zu infizierenden Zellen wird das Medium abgenommen und die Zel-
len einmal mit FCS-freiem MEM gewaschen. Anschlieend werden je 8 ml der

Virusverdiinnung auf den Zellrasen einer Kulturflasche gegeben.

Zur Infektion werden die mit dem Virusmedium iiberschichteten Zellen fiir 2 h
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wird das Virusmedium durch MEM + 10 %
FCS ersetzt.

Die infizierten Zellen werden fiir 48 h bei 37 °C inkubiert.

Dann wird der Mediumiiberstand in 50 ml Falcon-Polypropylenréhrchen iiber-
fiihrt. Die Zellen werden mit 3 ml Trypsin-Losung je Kulturflasche iiberschichtet
und fiir 10 min bei 37 °C inkubiert.

Die abgelosten Zellen werden mit dem bereits abgenommenen Uberstand verei-

nigt und fiir 10 min mit 1000 xg bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wird bis auf einen Rest von ca. 1 ml abgenommen und das Zellse-
diment darin resuspendiert. Die Zellsuspension wird in Cryorohrchen tiberfiihrt

und drei Frier/Tau-Zyklen im Ethanol/Trockeneisbad bzw. im 37 °C Wasserbad

unterworfen.

Zur Lagerung wird die Suspension bei -20 °C bzw. zur langfristigen Lagerung

bei -80 °C eingefroren.

2.4.4 Die Generierung rekombinanter Retroviren

Bei Gentransfer-Systemen auf retroviraler Basis mufl gewéhrleistet sein, dafl das re-

kombinante Retrovirus, welches als Genfihre dient, vollig frei von replikationskom-

petentem Wildtyp-Virus ist (Valerio, 1992). Um diesem Sicherheitsaspekt gerecht zu
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werden, macht man sich die Tatsache zunutze, dafl bei der Bildung vollstindiger re-
troviraler Partikel die zu verpackende retrovirale RNA ein trans-Element sein kann.
Geeignete Zellinien (sog. Verpackungszellinien) sind in der Lage, alle retroviralen Pro-
teine zu synthetisieren, sie konnen aber keine verpackungsfihige retrovirale Wildtyp-
RNA bilden. Grund hierfiir ist eine Deletion im Verpackungssignal des Retrovirus-
Genoms, das stabil im Genom der Verpackungszellinie integriert ist. Die Verpackungs-
zellinie wird nun mit einem Plasmid transfiziert, das auf cDNA-Ebene die Information
fiir eine verpackungsfiahige RNA besitzt, die jedoch keine Information mehr fiir virale
Proteine trigt. Statt dessen enthilt sie ein Fremdgen, z. B. fiir einen Selektionsmar-
ker (am héufigsten neo’”, das fiir die Aminoglycosid-Phosphotransferase codiert und
G418-Resistenz verleiht), das unter der Kontrolle eines starken Promotors steht. Nach
Transfektion wird die cDNA in RNA umgeschrieben, so da3 nun vollstéindige retrovi-
rale Partikel gebildet werden, die ,,infektios* aber replikationsdefizient sind. Mit diesen
rekombinanten Retroviren konnen nun geeignete Zielzellen transduziert werden, wo-
bei der Erfolg der Transduktion iiber die Expression des Selektionsmarkers kontrolliert
werden kann (z. B. durch Selektion der transduzierten Zellen mit dem entsprechenden
Antibiotikum, wenn es sich bei dem Selektionsmarker um ein Resistenzgen handelt).
Als Verpackungszellinien werden in den hier beschriebenen Experimenten die Zellini-
en PE501, PA317 (Miller & Buttimore, 1986; Miller et al., 1993) sowie Phoenix-Eco
und Phoenix-Ampho (Achacoso et al., 1996) eingesetzt. Als retroviraler Vektor wer-
den pLXSN (Miller & Rosman, 1989) und davon abgeleitete Konstrukte sowie pLZ12
(Gallileo et al., 1990) eingesetzt.

2.4.41 Der retrovirale Vektor pLXSN

Das Plasmid pLXSN (Miller & Rosman, 1989) enthilt in DNA-Form retrovirale Se-
quenzen, die keine Information fiir virale Proteine mehr enthalten, jedoch als Triger

fiir ein zu transferierendes Gen dienen konnen. Diese Sequenzen sind im einzelnen:

* ein 5’ Hybrid-LTR, der sich aus LTR-Sequenzen des Moloney murine sarcoma
virus (MoMSV) und des MoMLYV zusammensetzt.

* ein Verpackungssignal y, das die Verpackung des Transkripts in ein Retrovirus-

Partikel ermoglicht.
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* eine Polycloning-site mit singuldren Schnittstellen zum Einfiigen des zu trans-

ferierenden Gens.

* ein Neomycin-Resistenzgen (Aminoglycosid-Phosphotransferase des Transpo-
sons TN 5), das unter der Kontrolle eines SV40-Promotors exprimiert wird und

als Selektionsmarker dient.

e der 3’ LTR des MoMLV.

Diese Sequenzen sind mit einem 2,5 kb-Fragment des Plasmids pBR322 verkniipft,
das einen ori sowie das amp”-Gen enthélt. Damit ist eine selektive Vermehrung in

bzw. Gewinnung aus E. coli moglich.

EcoRlI
Hpal

Xhol
BamHI

Abbildung 2.5: Schema des retroviralen Vektors pLXSN. Die einzelnen Elemente sind im Text erldu-

tert.

2.4.4.2 Der retrovirale Vektor pLZ12

Bei dem Vektor pLZ12 (Gallileo et al., 1990) handelt es sich um einen retrovira-
len Vektor, der fiir zwei Reportergene codiert. Neben dem bereits erwihnten neo’-
Resistenzgen enthélt der Vektor noch das Gen der B-Galactosidase aus E. coli, ver-
kniipft mit der Kernlokalisationssequenz des groBen SV40 T-Antigens (nls-lacZ). Da-
mit bestehen zwei Moglichkeiten, die Transduktion von Zielzellen mit rekombinan-

ten Retroviren nachzuweisen: zum einen mittels Selektion auf Neomycin-Resistenz
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(siehe 2.4.4.7.1), zum anderen durch histochemischen Nachweis der 3-Galactosidase
Expression (siehe 2.4.4.7.2). Im einzelnen ist der Vektor aus folgenden Komponenten

aufgebaut:

e einem 5’ Hybrid-LTR, der sich aus LTR-Sequenzen des MoMSV und des

MoMLV zusammensetzt.

* einem Verpackungssignal y, das die Verpackung des Transkripts in ein Retro-

virus-Partikel ermoglicht.

* einem Neomycin-Resistenzgen (Aminoglycosid-Phosphotransferase des Trans-
posons TN 5), das unter der Kontrolle des 5’ LTRs exprimiert wird und als Se-

lektionsmarker dient.

* dem Gen der B-Galactosidase aus E. coli, verkniipft mit der Kernlokalisations-
sequenz des grolen SV40 T-Antigens (nls-lacZ). Die Expression erfolgt unter

der Kontrolle eines trunkierten Rous Sarcoma Virus-Promotors (ARSV).

¢ dem 3’ LTR des MoMLV.

Abbildung 2.6: Schema des retroviralen Vektors pLZ12. Die einzelnen Elemente sind im Text erldutert.

2.4.4.3 PES501 und PA317: Verpackungszellen der zweiten Generation

Die ersten Verpackungszellinien besaflen in der retroviralen DNA lediglich eine De-

letion des Verpackungssignals (Mann et al., 1983; Cone & Mulligan, 1984; Miller
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et al., 1985). Die Entstehung von replikationskompetentem Helfer-Virus durch homo-
loge Rekombination mit dem transfizierten Vektor war deshalb ein relativ hiufiges
Ereignis (nur ein Rekombinationsereignis ist notwendig). Daher wurde bei sog. Ver-
packungszellen der zweiten Generation wie z. B. PE501 und PA317 (Miller & Butti-
more, 1986) die retrovirale DNA noch an weiteren Stellen verdndert, um die Wahr-
scheinlichkeit herabzusetzen, dafl durch homologe Rekombination replikationsfahiges
Helfer-Virus entstehen kann. Abbildung 2.7 zeigt die wesentlichen Merkmale der vi-
ralen Sequenzen von PES01 bzw. PA317 und pLXSN.

2.4.4.4 Phoenix-Eco und Phoenix-Ampho: Verpackungszellen der drit-
ten Generation

Phoenix Zellen (Achacoso et al., 1996) sind sowohl in Bezug auf die Sicherheit als
auch auf die erreichbaren Virus-Titer den oben beschriebenen Verpackungszellinien
PE501 und PA317 iiberlegen. So befinden sich die retroviralen Gene nicht mehr auf
einem einzigen Konstrukt, sondern die Expression von gag und pol einerseits und env
andererseits erfolgt separat (,,split packaging function®, eingefiihrt durch Markowitz
et al., 1988). Der 5’ LTR wurde vollstindig durch einen RSV-Promotor (gag-pol-Kon-
strukt) bzw. CMV-Promotor (env-Konstrukt) ersetzt (siche Abbildung 2.8). In Abbil-
dung 2.8 sind die wesentlichen Merkmale der Phoenix Verpackungszellinien darge-
stellt. Weiterhin lassen sich Phoenix-Zellen, die von 293-Zellen abgeleitet sind, sehr
viel besser transfizieren als die von Mausefibroblasten abgeleiteten Linien PE501 und

PA317, wodurch sich entsprechend hohere Virus-Titer erzielen lassen.

2.4.4.5 Die Generierung transienter Retrovirus-Produzentenzellen

Materialien:

¢ Materialien fiir die Transfektion: siehe 2.3.3;

* Sterilfilter mit Durapore Membran (Millipore), 0,45 um Porenweite.

Durchfiihrung:
* Einen Tag vor Transfektion werden PESO1- oder PA317-Zellen in 6 cm-Kultur-
schalen ausgesiit (5 x 10° Zellen pro Schale). Phoenix-Eco oder Ampho Zellen

werden zwei Tage vor Transfektion ausgesit (3 x 10° Zellen pro Schale).
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Abbildung 2.7: Vergleich der retroviralen Sequenzen von PE501/PA317 und pLXSN. Ganz oben ist
die cDNA-Sequenz des replikationskompetenten Wildtyp-MoMLV gezeigt. In PA317 ist die env-Regi-
on und ein Teil der pol-Region durch die des amphotropen Virus 4070A ersetzt. Durch Ersatz des 3° LTR
durch die SV40 polyA-Region und die teilweise Deletion des 5° LTR werden die Sequenzhomologien zu
pLXSN auf ein Minimum begrenzt. Das schraffierte Rechteck symbolisiert die homologe 59 bp-Region
der viralen DNA in PA317 und pLXSN. Durch homologe Rekombination konnte hier die funktionelle
5’-retrovirale Sequenz von pLXSN mit der defizienten Helfer-Virus DNA in PA317 verkniipft werden.
Ein zusitzlicher homologer Bereich existiert am 3’-Ende von . Diese Uberlappung kommt dadurch
zustande, daf} die Verpackungssequenz den 5’-terminalen Teil von gag beinhaltet und nicht ohne Funk-
tionsverlust deletiert werden kann. Am 3’-Ende der viralen DNA aus PA317 und pLXSN existieren kei-
ne homologen Abschnitte. Zur Entstehung von replikationskompetentem Helfer-Virus sind mindestens
zwei unabhidngige Rekombinationsereignisse notwendig (Wiederherstellung des Verpackungssignals,
Ersatz der SV40 polyA-Region durch 3’ LTR). Erlduterung der Abkiirzungen: PBS+ und PBS- sind
Primer-Bindungsstellen des Plus- bzw. Minus-Strangs; pA steht fiir Polyadenylierungssignal; LTR fiir
die retroviralen Long Terminal Repeats von MoMLYV, ALTR fiir einen LTR mit 5’-Deletion; SV fiir
den SV40 early-Promotor; neo” fiir das Gen der Aminoglycosid-Phosphotransferase, das Neomycin-
Resistenz verleiht;  fiir das retrovirale Verpackungssignal, Ay fiir das deletierte Verpackungssignal.
Abbildung nach Miller & Rosman (1989).

* Die Verpackungszellinie wird mit der gewiinschten Menge retroviralen Vektors
(in der Regel 10 pg bzw. 3 pug pro 6 cm-Kulturschale fiir Calciumphosphat-Trans-

fektion bzw. Lipofektion) transfiziert.
* 24 h nach der Transfektion wird das Medium erneuert.

¢ 48 h nach der Transfektion wird das Medium, das die rekombinanten Retrovi-
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Abbildung 2.8: Vergleich der retroviralen Sequenzen von Phoenix-Eco bzw. Ampho und pLXSN.
Ganz oben ist die cDNA-Sequenz des replikationskompetenten Wildtyp-MoMLV gezeigt. Im gag-
pol-Expressionskonstrukt der Phoenix Zellen ist der 5’ LTR vollstindig durch einen RSV-Promotor
ersetzt. Das env-Gen ist durch lyr2 ersetzt, dem eine IRES vorgeschaltet ist. Somit erfolgt die lyf2-
Expression ebenfalls unter RSV-Kontrolle und stellt ein indirektes Maf fiir die gag-pol-Expression
dar (lyf2 codiert fiir den CD8 Oberflaichenmarker und erlaubt somit die Sortierung von gag-pol
exprimierenden Phoenix-Zellen mittels FACS). Die env-Expression erfolgt unter CMV-Promotor
Kontrolle unabhingig iiber ein zweites Expressionskonstrukt. Das schraffierte Rechteck symbo-
lisiert die homologe 59 bp-Region der viralen DNA in Phoenix-Eco bzw. Ampho und pLXSN.
Durch homologe Rekombination konnte hier die funktionelle 5’-retrovirale Sequenz von pLXSN
mit dem defizienten gag-pol-Expressionskonstrukt verkniipft werden. Ein zusitzlicher homologer
Bereich existiert am 3’-Ende von . Diese Uberlappung kommt dadurch zustande, daB die Ver-
packungssequenz den 5’-terminalen Teil von gag beinhaltet und nicht ohne Funktionsverlust dele-
tiert werden kann. Am 3’-Ende der viralen DNA aus Phoenix Zellen und pLXSN existieren kei-
ne homologen Abschnitte. Zur Entstehung von replikationskompetentem Helfer-Virus sind minde-
stens drei unabhingige Rekombinationsereignisse notwendig (Wiederherstellung des Verpackungs-
signals, Wiederherstellung einer kompletten gag-pol-env-Sequenz, Ersatz der polyA-Region durch
3’ LTR). Erlduterung der Abkiirzungen: PBS™ und PBS™ sind Primer-Bindungsstellen des Plus-
bzw. Minus-Strangs; polyA steht fiir Polyadenylierungssignal; LTR fiir die retroviralen Long
Terminal Repeats von MoMLYV, RSV fiir den Rous Sarcoma Virus Promotor; SV fiir den SV40cq1y-
Promotor; neo” fiir das Gen der Aminoglycosid-Phosphotransferase, das Neomycin-Resistenz verleiht;

v fiir das retrovirale Verpackungssignal, Ay fiir das deletierte Verpackungssignal.
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ren enthélt, abgenommen und fiir 5 min mit 3000 xg (Heraeus Megafuge 1.0 R
mit Ausschwingrotor) bei 4 °C zentrifugiert oder durch einen 0,45 um Sterilfil-
ter mit niedriger Proteinbindung (Millipore) filtriert (Abtrennen von u. U. in das

Medium gelangten Zellen und Zelltriimmern).

¢ Die transfizierten Zellen werden entweder erneut mit frischem Medium iiber-

schichtet, um nochmals Virus-haltiges Medium zu gewinnen oder verworfen.

e Der retrovirale Uberstand kann nun sofort zur Transduktion von Zielzellen ver-

wendet (siehe 2.4.4.7) oder aber bei -80 °C gelagert werden.

2.4.4.6 Die Etablierung stabiler Retrovirus-Produzentenzellinien

Werden groBere Mengen an rekombinantem Retrovirus benétigt, bietet sich die Eta-
blierung einer stabilen Zellinie an, die dauerhaft das gewiinschte Virus produziert. Um
die Gefahr der Entstehung von replikationskompetentem Helfer-Virus moglichst ge-
ring zu halten und moglichst definierte Klone zu erzeugen, erfolgt dies nicht durch
direkte Transfektion des retroviralen Vektors in Verpackungszellen und anschlie3en-
de Selektion der transfizierten Verpackungszellen. Stattdessen wird zunidchst mittels
Transfektion eine transiente Retrovirusproduzenten-Kultur erzeugt, mit deren Uber-
stand eine zweite Verpackungszellinie transduziert wird. Bei einer direkten Transfek-
tion mit nachfolgender Selektion gelangen mehrere tausend Plasmide in jede transfi-
zierte Zelle, so daf} die Gefahr der homologen Rekombination ansteigt, wobei dann
die entsprechenden Zellen sowohl rekombinantes, replikationsdefizientes Retrovirus
als auch replikationskompetentes Helfer-Virus produzieren. Damit ist es nicht mog-
lich, durch Selektion Helfer-Virus-produzierende Zellen zu eliminieren, da das in den-
selben Zellen ebenfalls vorhandene rekombinante Retrovirus-Genom fiir das entspre-
chende Resistenzgen codiert. Bei einer Transduktion mit Uberstand einer transienten
Retrovirusproduzenten-Kultur werden die Zellen in der Regel nicht mehr als einmal

20 so daR transduzierte Zellen nur ein rekombinantes retrovirales Genom

transduzier
enthalten. Zu beachten ist weiterhin, da3 die transfizierte Verpackungszellinie nicht

dasselbe env-Protein exprimiert wie die zu transduzierende, da sonst eine Transduktion

20Mit PA317 bzw. PESO1/pLXSN lassen sich transiente Titer von max. 1 x 10° cfu/ml erzielen, mit
Phoenix Zellen sind es max. 5 x 10° cfu/ml. Damit wird eine moi von hdchstens 0,2 bzw. 10 bei der

Transduktion von 5 x 107 Zellen erreicht.
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nicht moglich ist (sog. Interferenzphinomen, Miller, 1996). Die Expression desselben
env-Proteins blockiert eine Transduktion iiber den entsprechenden Rezeptor. Zur Ge-
nerierung einer ecotropen Produzentenzellinie muf} daher fiir die initiale Transfektion

eine amphotrope Verpackungszellinie verwendet werden und umgekehrt.

Materialien:

¢ siehe 2.4.4.5, sowie;

* Polybrene-Medium:
DMEM + 10 % FCS mit 4—8 ug/ml Polybrene (s. u.);

* Polybrene-Losung, 100x:
4-8 mg Polybrene (Hexadimethrin-Bromid, Fluka) werden in 10 ml PBS gel6st,
sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. Die aufgetaute Losung wird

bei 4 °C gelagert.

* G418-Stammlosung, 100 mg/ml:
1 g G418 (Life Technologies) werden in 10 ml PBS gelost, sterilfiltriert, aliquo-
tiert und bei -20 °C aufbewahrt. Einmal aufgetaute Losung wird bei 4 °C gela-
gert.

* Puromycin-Stammldsung, 1 mg/ml: 10 mg Puromycin (Fluka) werden in 10 ml
PBS gelost, sterilfiltriert, aliquotiert und bei -20 °C aufbewahrt. Einmal aufge-
taute Losung wird bei 4 °C gelagert.

* Cloning Cylinders (Sigma).

Durchfiihrung:

e Zunichst wird in der unter 2.4.4.5 beschriebenen Weise durch transiente Trans-

fektion Retrovirus-Uberstand erzeugt.

* Einen Tag vor Transduktion werden die zu transduzierenden Verpackungszellen
in 50 ml-Zellkulturflaschen oder 6 cm-Kulturschalen ausgesit (5 x 10° Zellen

pro Flasche bzw. Kulturschale).

* Die Zellen werden mit dem gereinigten und Polybrene-haltigen retroviralen

Uberstand versetzt und fiir 2-12 h in virushaltigem Medium kultiviert.
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* 24 h nach Transduktion werden die Zellen trypsiniert, 5 %, 10 %, 25 % und 60 %
der Zellen jeweils in 10 cm-Kulturschalen ausgesit und mit je 10 ml G418- bzw.

Puromycin-haltigem Medium versetzt.

* Alle 3-5 Tage wird das G418- bzw. Puromycin-Medium erneuert, um tote Zellen

zu entfernen.

* Auswachsende Einzelklone werden mit Hilfe von Cloning Cylinders (Sigma)

geerntet und in Selektionsmedium in die Kavititen von 24 Well-Platten ausgesiit.

* Sobald die Klone konfluent werden, wird der Uberstand zur Transduktion von

NIH 3T3-Zellen verwendet (s. u.), um den retroviralen Titer zu ermitteln.

* Klone, deren Uberstinde die hochsten Titer ergeben, werden expandiert und

cryokonserviert, um einen Vorrat an Retrovirusproduzentenzellen anzulegen.

* Gegebenenfalls kann eine Subklonierung der ausgewihlten Klone erfolgen, um

sicherzustellen, da3 man Produzentenzellen identischen Ursprungs erhilt.

2.4.4.7 Bestimmung des retroviralen Titers

Die Bestimmung des retroviralen Titers erfolgt in Abhéngigkeit des Markergens, das
im retroviralen Vektor enthalten ist. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Vekto-
ren enthalten zum einen die Antibiotika-Resistenzgene neo” (Neomycin- bzw. G418-
Resistenz) und pac (Puromycin-Acetyltransferase, d.h. Puromycin-Resistenz), zum
anderen nis-lacZ, d. h. das Gen der E. coli B-Galactosidase, verkniipft mit der Kernlo-
kalisationssequenz des groen SV40 T-Antigens. Um das Ausmal} der Bildung von
rekombinanten Retroviren zu quantifizieren, werden NIH 3T3-Zellen als geeignete
Zielzellen mit verschiedenen Verdiinnungen des Zellkulturiiberstands der (transienten
oder stabilen) Retrovirusproduzentenzellen versetzt. Zellen, die erfolgreich transdu-
ziert werden, integrieren das Genom des rekombinanten Retrovirus und exprimieren
dann das Markergen. Dient eine Antibiotika-Resistenz als Selektionsmarker (also neo”
oder pac), sind die Zellen in der Lage, in Medium, das G418 bzw. Puromycin enthiilt,
zu proliferieren, wihrend nicht transduzierte Zellen absterben. Erfolgt der Transduk-
tionsnachweis mit Hilfe des nls-lacZ-Gens, so werden die transduzierten Zellen mit

Hilfe einer histochemischen Firbemethode (X-Gal) sichtbar gemacht.
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2.4.4.71 Titerbestimmung mittels Selektion auf Antibiotika-Resisten-

zen

Materialien:

sieche 2.4.4.6.

Durchfiihrung:

Einen Tag vor Transduktion werden 3T3-Zellen in 50 ml-Zellkulturflaschen oder

6 cm-Kulturschalen ausgesiit (5 x 10° Zellen pro Flasche bzw. Kulturschale).

Die Zellen werden mit verschiedenen Verdiinnungen des retroviralen Ubestan-

des versetzt und fiir 24 h in Polybrene-Medium kultiviert.

Die Zellen werden trypsiniert, 1/4-1/20 der Zellen in 6 cm-Kulturschalen aus-
gesit (Doppelbestimmung, pro Verdiinnungsstufe zwei Schalen) und mit 5 ml

G418- bzw. Puromycin-haltigem Medium versetzt.

Alle 3-5 Tage wird das G418- bzw. Puromycin-Medium erneuert, um tote Zellen

zu entfernen.

Nach 12-14 Tagen bzw. 7-12 Tagen werden die Zellen fixiert und gefirbt und

die Zahl der resistenten Kolonien ausgezahlt.

Berechnung des Virus-Titers:

L Anzahl der Kolonien
Titer in cfu/ml = . . . x K
Volumen des Virus-Mediums in ml

mit
K = Kehrwert des ausgesiten Bruchteils der transduzierten Zellen

Virus-Medium = Anteil des retroviralen Uberstands in der Verdiinnungsstufe.

2.4.4.7.2 Titerbestimmung mittels Nachweis der Expression von 3-Ga-

lactosidase

Materialien:

Paraformaldehyd-Losung, 4 %:
8 g Paraformaldehyd werden in 150 ml B-gal PBS (s.u.) gelost (im Abzug) und
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unter Riihren auf 60 °C erwédrmt bis sich das gesamte Paraformaldehyd gelost
hat (die Losung bleibt leicht getriibt). AbschlieBend wird mit PBS auf 200 ml

aufgefiillt. Die Losung ist bei 4 °C fiir ca. einen Monat stabil.
Glutaraldehyd-Losung, 25 %, (Sigma).

B-gal PBS:

150 mM NacCl,

11 mM NayHPOy,
4 mM NaH, POy,

Die Losung besitzt einen pH-Wert von ca. 7,3 (einstellen nicht erforderlich).

Fixierlosung:

Die Fixierlosung wird unmittelbar vor Gebrauch frisch angesetzt, sterilfiltriert
und setzt sich (bezogen auf 100 ml) zusammen aus:

50 ml Paraformaldehyd-Losung, 4 %,

0,8 ml Glutaraldehyd-Losung, 25 %,

49,2 ml B-gal PBS.

X-Gal-Stammldsung:
400 mg X-Gal werden in 10 ml DMSO gelost und lichtgeschiitzt bei -20 °C auf-

bewahrt.

K3[Fe(CN)g]-Losung, 50 mM:
0,8236 g Kalium-Hexacyanoferrat-Eisen-(III) werden in 50 ml PBS gelost. Die
Losung wird lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

K4[Fe(CN)g]-Losung, 50 mM:
1,056 g Kalium-Hexacyanoferrat-Eisen-(IT)-3H,O werden in 50 ml B-gal PBS
gelost. Die Losung wird lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewabhrt.

MgCl,-Losung, 1 M:
1,017 g MgCl, werden in 5 ml bidest. Wasser gelost.

Firbeldsung:

Die Férbelosung wird direkt vor Gebrauch nach folgendem Schema hergestellt
und sterilfiltriert:

77,5 ml B-gal PBS,
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10 ml K3[Fe(CN)g]-Losung,

10 ml K4[Fe(CN)g]-Losung,

200 ul MgCl,-Losung,

2,5ml X-Gal-Stammlosung (als letzte Komponente zugeben, da sonst ein

schwerloslicher Niederschlag entsteht).

Durchfiihrung:

2.5

48 h nach Transduktion wird das Medium abgenommen und die Zellen zweimal

mit 3-gal PBS gewaschen.

Pro 6 cm-Schale werden 5 ml Fixierlosung aufgegeben und fiir 5 min bei 4 °C
inkubiert. Danach werden die fixierten Zellen wiederum zweimal mit B-gal PBS

gewaschen.

Pro 6 cm-Schale werden 5 ml Firbelosung aufgegeben und bei 37 °C inkubiert,
bis sich die Fiarbung voll entwickelt hat. Die notwendige Firbedauer kann zwi-
schen 30 min und 12 h liegen. Die gefirbten Zellen konnen in der Firbelosung

bei 4 °C aufbewahrt werden.

Je nach Effizienz der Transduktion werden 10 % bis zur kompletten Flache der

Schale ausgezihlt.

Berechnung des Virus-Titers:

L Anzahl der Kolonien
Titer in ffu/ml = , , . x K
Volumen des Virus-Mediums in ml

mit
K = Kehrwert des ausgesiten Bruchteils der transduzierten Zellen

Virus-Medium = Anteil des retroviralen Uberstands in der Verdiinnungsstufe.

Proteinchemische Materialien und Methoden

2.5.1 ZellaufschluB3

Zur Gewinnung des Gesamtproteins aus kultivierten, adhédrenten Zellen werden diese

mechanisch (also nicht enzymatisch, um eine Schidigung von Membran- und Matrix-

proteinen zu vermeiden) vom Boden des Kulturgefif3es abgelost. AnschlieBend erfolgt
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zur Freisetzung der zellulidren Proteine ein Zellaufschluf3, wobei je nach interessieren-
der Proteinfraktion und/oder experimenteller Methode verschiedene Lysepuffer zum
Einsatz kommen. Im Gegensatz zur Isolierung von Proteinen aus Geweben oder Orga-
nen ist die Gefahr eines Proteasen-vermittelten Abbaus der freigesetzten Proteine sehr
viel geringer, so dal dem Lysepuffer in der Regel keine Proteasehemmer zugesetzt

werden miissen.

Materialien:
* RIPA-Puffer (Roux & Waldvogel, 1982):
150 mM Nac(Cl,
10 mM Tris-HCI,
1 % Natrium-Desoxycholat,
1 % Triton X100,
0,1 % SDS,
pH8.8.
Dieser AufschluBBpuffer wurde urspriinglich fiir die Radio-Immunprizipitation
verwendet. In dieser Arbeit wird der Puffer zur Gewinnung von Proteinproben

fiir Western Blotting Experimente verwendet.

* Lysepuffer fiir den hypotonen Zellaufschluf3:
25 mM Tris-HCl,
0,5mM EDTA,
pH7,0.
Nach dem Resuspendieren der Zellen im Lysepuffer wird die Suspension vier
Frier/Tau-Zyklen (20 sec Ethanol/Trockeneis, 20 sec 37 °C (Wasserbad) unter-

worfen.

* Lysepuffer zur Gewinnung von Membranproteinen:
10 mM Tris-HCI,
10mM EDTA,
0,2 % Triton X100,
pH7.,6.

* Lysepuffer fiir die Inmunprizipitation:
150 mM Na(l,
50 mM Tris-HCI,
2 mM PMSF,
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1 % Nonidet P40,
pH7,6.

Durchfiihrung:

¢ Zunichst werden die Zellen mit einem Zellschaber vom Flaschen- bzw. Scha-

lenboden abgelost und in ein 15 ml Rohrchen iiberfiihrt.

» Nach Zentrifugation fiir 5 min mit 200 xg bei 4 °C wird der Uberstand abgenom-
men und verworfen, das Zellsediment in Lysepuffer aufgenommen (z. B. 500 ul
fiir die Zellen einer 10 cm-Schale) und in vorgekiihlte 1,5 ml-Reaktionsgefif3e

tiberfiihrt.

* Um ein homogenes Lysat zu erhalten, wird die Suspension (unter Kiihlung auf
Eis oder Trockeneis) zehn- bis zwanzigmal durch eine 0,9 x 70 mm Kaniile
aufgezogen. Zur Abtrennung von Zelltriimmern kann das Lysat fiir 10 min mit
15000 xg bei 4 °C zentrifugiert werden. In diesem Fall wird nur der Uberstand

weiterverwendet.

* Die Lagerung der gewonnenen Lysate erfolgt bei -80 °C.

2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Methode (Bradford, 1976) basiert auf der Eigenschaft von Coomassie brilli-
ant blue G250, daB} es nach Bindung des Farbstoffs an Proteine zu einem (konzen-
trationsabhédngigen) Farbumschlag von braun nach blau kommt. Die Bindung erfolgt
hauptsichlich an basische (speziell Arginin) und aromatische Aminoséure-Reste. Zu
beachten ist, da} zahlreiche Substanzen, insbesondere Detergentien, diesen Test sto-
ren konnen. Fiir die in den oben beschriebenen Lysepuffern enthaltenen Komponenten
gelten die in Tabelle 2.7 aufgefiihrten Konzentrationsgrenzen. Um eine Storung des
Tests zu vermeiden, miissen die Proben ggf. verdiinnt oder vor der eigentlichen Prote-

inbestimmung mit TCA gefillt und in PBS resuspendiert werden.

Materialien:

* Bradford-Reagenz:
100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 werden in 47,5 ml EtOH (100 %, un-
vergillt) gelost. Dann werden 100 ml Phosphorséure (85 %) zugegeben, und die
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Tabelle 2.7: Mit der Proteinbestimmung nach Bradford interferierende Substanzen®

Komponente maximale Konzentration
EDTA 2,5 mM

NaCl 125 mM
Natrium-Desoxycholat 0,0025 %

Nonidet P40 nicht bekannt

Tris-HCI 50 mM

Triton X100 0,0025 %

“Die Angaben stellen Endkonzentrationen (Konzentration im Gemisch aus Probe und Reagenz) dar
und beziehen sich auf eine Mikrotiterplattenbestimmung bei der 10 ul Proteinprobe und 200 ul Bradford-

Reagenz eingesetzt werden.

Losung mit bidest. Wasser auf 1000 ml aufgefiillt. Die Losung ist bei 4 °C ca.
ein Jahr haltbar.

¢ Proteinstandards:
BSA in den Konzentrationen 1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml und 0,25 mg/ml,
gelost in Detergentien-freiem Lysepuffer. Die Aufbewahrung erfolgt bei -20 °C.

Durchfiihrung:

* Von den interessierenden Zellysaten werden jeweils 10l einer 1:10, 1:5 und
1:2 Verdiinnung hergestellt. Diese Verdiinnungen bzw. je 10ul der Standards
werden mit je 400 ul Bradford-Reagenz versetzt. Je 200 ul werden fiir Doppel-
bestimmungen in die Kavitdten einer ELISA-Platte gegeben. Als Leerwert dient

Detergentien-freier Lysepuffer (10 ul + 200 pl Bradford-Reagenz je Kavitit).

* Die Platte wird im ELISA-Reader (Dynatech MR7000) bei 600 nm vermessen
und ausgewertet (Berechnung der Eichgerade und Bestimmung der Probenkon-

zentrationen).

2.5.3 Immunprazipitation

Zum Anreichern sehr kleiner Mengen an nachzuweisendem Protein eignet sich die
Immunprézipitation. Hierbei wird mit einem fiir das betreffende Protein spezifischen

Antikorper, der mittels Protein A oder G an leicht zentrifugierbare Sepharose-Beads
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gekoppelt wird, das nachzuweisende Protein aus dem Zellysat gebunden und angerei-

chert.

Materialien:

ProteinG-Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia Biotech);
Lysepuffer fiir die Immunprizipitation (siehe 2.5.1);

Waschpuffer fiir die Immunprézipitation:
150 mM Nac(Cl,

20 mM HEPES,

10 % Glycerol,

0,1 % Nonidet P40;

Antikorper zur Immunprézipitation:
Im Rahmen dieser Arbeit wird hierfiir der monoklonale, gegen das SeV-F Gly-

coprotein gerichtete Antikdrper mAk 48-F verwendet.

Durchfiihrung:

Herstellung des Zellysats:
Ca. 2 x 107 Zellen werden in der unter 2.5.1 beschriebenen Weise in 500 ul Ly-
sepuffer fiir die Immunprizipitation aufgenommen, lysiert und zur Abtrennung

von Zelltrimmern zentrifugiert.

Vorbereitung der Protein-G-Sepharose Beads:

Je Zellysat (ausgehend von ca. 1 x 107 Zellen) werden 27 pl ethanolische
Protein-G-Sepharose Beads Suspension verwendet. Zur Entfernung des Etha-
nols werden die Beads kurz abzentrifugiert (Tischzentrifuge, 6000 xg), der Uber-
stand abgenommen und verworfen und die Beads in Waschpuffer resuspendiert.
Der Vorgang wird wiederholt und die Beads im gleichen Volumen Waschpuffer
resuspendiert (27 ul ethanolische Protein-G-Sepharose Beads Suspension ent-

halten 20 ul Beads, d. h. es wird in 20 pl Waschpuffer resuspendiert).

Die Antikorper-Losung (Hybridoma-Uberstand) wird sterilfiltriert und 0,5 ml
der filtrierten Losung mit PBS auf 3 ml aufgefiillt. Anschliefend werden die ge-
waschenen Protein-G-Sepharose Beads zur verdiinnten Antikorper-Losung ge-

geben und fiir 1 h bei 4 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
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* Die Protein-G-Sepharose Antikorper-Konjugate werden kurz abzentrifugiert
(Tischzentrifuge, 6000xg), der Uberstand abgenommen und verworfen und
die Beads in Waschpuffer resuspendiert. Der Vorgang wird wiederholt und die

Beads im gleichen Volumen Waschpuffer resuspendiert.

» Zellysat und Beads werden vereinigt und fiir 1 h bei 4 °C unter leichtem Schiit-

teln inkubiert.

* Die Beads werden dreimal gewaschen und abschlieBend in 60 ul Probenpuffer,

2x resuspendiert.

2.5.4 Deglycosylierung von Glycoproteinen

Die Detektion von Proteinen mittels Western Blotting kann dadurch erschwert sein,
daf} das zu detektierende Protein nicht einheitlich vorliegt, sondern unterschiedliche
Glycosylierungsmuster aufweist. Damit ergeben sich unterschiedliche Molekularge-
wichte, folglich entsteht bei der elektrophoretischen Auftrennung keine einheitliche
Bande, sondern ein meist unscharfes Bandenmuster, was zu einem unscharfen und
meist schwachen Signal bei der Western Blot Detektion fiihrt. Um eine Bande ein-
heitlicher Grofe zu erhalten, konnen die Proben vor der elektrophoretischen Auf-
trennung vollstindig deglycosyliert werden. Dies geschieht mit Hilfe der Peptidase:
N-Glycosidase F (PNGase F), die die Bindung zwischen dem innersten N-Acetyl-
Glucosamin der Zuckerseitenkette und dem Asparaginsidure-Rest spaltet. Auf diese
Weise werden praktisch alle N-verkniipften Zuckerketten vom High Mannose-, Hybrid-
und Komplex-Typ von Glycoproteinen abgespalten.

Materialien:

* PNGase F (New England Biolabs) 500000 NEB U/ml;

* Denaturierungspuffer, 10x:
5% SDS, 10 % B-Mercaptoethanol;

e G7-Puffer, 10x:
500 mM Natrium-Phosphat, pH 7,5;

¢ Nonidet P-40, 10 %.
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Durchfiihrung:

* Die zu deglycosylierende Probe wird mit der entsprechenden Menge Denaturie-

rungspuffer, 10x versetzt und fiir 10 min bei 100 °C inkubiert.

e Dann wird 1/10 Volumen G7-Puffer, 10x und 1/10 Volumen Nonidet P-40, 10 %

zugesetzt.

* Je 20 ug Glycoprotein werden 500-2500 U PNGase F zugesetzt und der Ansatz
wird fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.

2.5.5 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Bei dem verwendeten elektrophoretischen Verfahren (Laemmli, 1970) erfolgt die Tren-
nung der Proteine unter denaturierenden Bedingungen (Anwesenheit von SDS und [3-
Mercaptoethanol), wobei eine Kombination von zwei Geltypen eingesetzt wird: Zum
einen ein groBporiges Sammelgel, in welchem die Proteine konzentriert und zu ei-
ner scharf begrenzten Zone gesammelt werden, zum anderen ein darunter liegendes
kleinporiges Trenngel, in welchem die Proteine nach Molekulargewicht getrennt wer-
den. Als Gelmaterial kommt Polyacrylamid zum Einsatz. Das Trennvermogen die-
ser diskontinuierlichen Elektrophorese beruht auf der Kombination des Molekular-
siebeffekts mit einem Konzentrierungseffekt. Letzterer wird dadurch verursacht, dal3
sich in Trenn- und Sammelgel andere Ionen (Leitionen: Chlorid-Anionen) als in den
ElektrodengefiBen (Folgeionen: Glycinat’!) befinden und der pH-Wert im Sammel-
gel niedriger als im Elektrodenpuffer und im Trenngel ist. Die effektive Beweglich-
keit aller an der Elektrophorese beteiligten Ionen verhilt sich dabei wie folgt: Leitio-
nen > Proteine > Folgeionen. Bei Anlegen einer Gleichspannung wandern die Leitio-
nen infolge ihrer hohen Beweglichkeit den Proteinen und Folgeionen im Sammelgel
voraus und hinterlassen eine Zone geringerer Leitfihigkeit. Dadurch steigt die Feld-
starke, was wiederum eine Beschleunigung der Proteine und Folgeionen hervorruft.
Da die Proteine nicht schneller wandern als die Leitionen, andererseits von den Fol-
geionen nicht iiberholt werden konnen, entsteht eine schmale, konzentrierte Protein-
schicht. Beim Ubergang vom Sammel- zum Trenngel nimmt —infolge des alkalische-

ren pH-Wertes im Trenngel —die Beweglichkeit der Folgeionen stark zu und erreicht

21 Glycin ist ein Zwitterion und der Ladungszustand demzufolge stark pH-abhingig.
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die Beweglichkeit der Leitionen. Damit wandern im Trenngel Leit- und Folgeionen der
Proteinschicht voraus. Die Trennung der Proteine erfolgt in Anwesenheit von SDS und
B-Mercaptoethanol, also unter denaturierenden Bedingungen, hauptsichlich nach der
GroBe der Proteine. SDS als starkes Detergenz zerstort alle nicht-kovalenten Wechsel-
wirkungen, wihrend mit Hilfe von B-Mercaptoethanol Disulfidbriicken reduziert wer-
den. Weiterhin binden die SDS-Anionen an die Proteinkette und zwar ein SDS-Anion
je zwei Aminosdure-Reste, so dal ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein
entsteht, dessen stark negative Ladung der Zahl der Aminosiure-Reste und damit dem
Molekulargewicht ungefihr proportional ist. Die durch das gebundene SDS hervorge-
rufene negative Ladung ,,iiberdeckt” im Regelfall die urspriingliche Nettoladung des

Proteins bei weitem, so dal} diese bei der Auftrennung keine Rolle mehr spielt.

Materialien:

* Materialien, Acrylamid/Bisacrylamid (30 %):
Rotiphorese Gel 30 (Roth), gebrauchsfertig.

* Tris-HCI, 1M (pH 8,7) fiir Trenngel:
60,55 g Tris Base werden in 400 ml bidest. Wasser gelost, der pH mittels conc.
HCI auf 8,7 eingestellt und die Losung auf 500 ml aufgefiillt.

* Tris-HCI, 1M (pH 6,8) fiir Sammelgel:
12,11 g Tris Base werden in 80 ml bidest. Wasser gelost, der pH mittels conc.

HCI auf 6,8 eingestellt und die Losung auf 100 ml aufgefiillt.

* SDS (20 %):
28,84 ¢ SDS werden in 100 ml bidest. Wasser gelost.

* Elektrophoresepuffer (5x):
15,1 g Tris Base,
94 g Glycin,
10 g SDS,
werden in 900 ml bidest. Wasser gelost, der pH auf 8,3 eingestellt und auf 1000 ml
aufgefiillt (Eine 10x Losung kann aufgrund der mangelnden Loslichkeit des

Glycins nicht angesetzt werden!).

e APS-Stammlosung (10 %):
1 g APS in 10ml bidest. Wasser. Die Stammldsung wird aliquotiert und bei -
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20 °C gelagert Die Losung ist bei -20 °C praktisch unbegrenzt haltbar, die Ali-

quots sollten aber nur einmal aufgetaut werden.

* Probenpuffer (2x):
1 ml Tris (1 M, pH6,8),
2 ml Glycerol,
2ml SDS (20 %)
werden mit bidest. Wasser auf 9 ml aufgefiillt und mit
2 mg Bromphenolblau
versetzt. Unmittelbar vor Gebrauch wird der benétigten Menge 10 % [B-Mercap-
toethanol
zugesetzt (entspricht 100mM Tris, pH 6,8, 20 % Glycerol, 4 % SDS, 0,02 %
Bromphenolblau, 10 % [-Mercaptoethanol).

* Molekulargewicht-Standards:
Low Weight Protein Marker (Boehringer Mannheim),

Full Range Recombinant Protein Marker (Amersham).

Giellen des Gels:

* Vorarbeiten:
Fir 16 x18cm Gele (1 mm dick) werden die entsprechenden Glasplatten
(Ohren- und Spacerplatten) je 2x mit EtOH (80 %) und bidest. Wasser gerei-
nigt (Kimwipes, fusselfrei verwenden). Auf die Spacerplatte wird erst die Sili-
condichtung dann die Ohrenplatte aufgelegt und der Sandwich mit den entspre-

chenden Klammern fixiert.

* GieBen des Trenngels (10 %):
Fiir zwei groe Gele werden benotigt:
24 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30 %/0,8 %),
17,8 ml bidest. Wasser,
27ml 1 M Tris-HCI (pH 8,7),
300 ul SDS (20 %),
300 ul APS (10 %),
30 ul TEMED.

Nach Zugabe der beiden letzten Komponenten wird jeweils kurz gemischt und
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die Gele sofort gegossen. Direkt nach dem Gieflen wird die Fliissigkeit mit was-
sergesittigtem n-Butanol iiberschichtet, um einen geraden Gelrand zu erhalten.
Nach ca. 1 h wird vom polymerisierten Trenngel das n-Butanol abgegossen und
mit bidest. Wasser nachgespiilt, verbliebene Fliissigkeitsreste werden mit What-

man 3MM Filterpapier abgesaugt.

* GieBen des Sammelgels (5 %):
3,6 ml Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (30 %/0,8 %),
15,5 ml bidest. Wasser,
2,8ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8),
110 ul SDS (20 %)
werden zusammengeben, die Polymerisationsreaktion durch Zugabe von
110 ul APS (10 %), 12 ul TEMED
gestartet und die polymerisierten Trenngele mit der Sammelgellosung tiiber-
schichtet. Direkt nach dem Gieflen werden die Probenkdmme eingesetzt. Nach
ca. 1-2h ist die Polymerisierungsreaktion vollstindig und die Gele konnen mit

den Proben beladen werden.

Gel-Lauf:

 Vorarbeiten:
Der Kamm wird entfernt, und die eventuell vorhandenen Gelreste vorsichtig aus
den Taschen mit bidest. Wasser ausgewaschen. Dann wird der Gelsandwich in
die Gelkammer (Biometra) eingebaut. Vor dem Probenauftrag werden die Pro-

bentaschen mit Laufpuffer gespiilt und Luftblasen am unteren Gelrand entfernt.

* Probenvorbereitung:
Die benétigten Zellysate werden aufgetaut und jeweils die gewiinschte Menge
entnommen. Alle Proben sowie der Molekurgewichtsstandard>?> werden mit Ly-
sepuffer auf das gleiche Volumen gebracht und mit der entsprechenden Menge
Probenpuffer (2x) versetzt. Die Proben werden fiir 10 min bei 90 °C inkubiert®?

und anschliefend aufs Gel aufgetragen.

22Full Range Recombinant Molekurgewichtsstandard sollte weder mit Probenpuffer versetzt noch er-
hitzt werden, da dies die an die Proteine gekoppelten Farbstoffe zerstort. Damit geht der entscheidende
Vorteil dieses Markers verloren, namlich die Sichtbarkeit der Proteinbanden sowohl im Gel als auch auf

der Membran nach erfolgtem Proteintransfer.



2.5 Proteinchemische Materialien und Methoden 102

* Der Probeneinlauf erfolgt mit konstanter Spannung (50-80 V), die Auftrennung
der Proben bei 100-120V iiber Nacht. Die Elektrophorese wird abgebrochen,

wenn die Bromphenolblau-Bande die untere Gelgrenze erreicht hat.

2.5.6 Western Blotting

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurde in Analogie zu den DNA- und RNA-
Nachweisverfahren Southern- und Northern-Blotting eine Methode entwickelt, die als
Western Blotting bezeichnet wird (Burnette, 1981; Towbin & Gordon, 1984). Hierbei
werden die Proteine zunéchst elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliefend werden die
aufgetrennten Proteine im elektrischen Feld vom Gel auf eine Trigermembran iiber-
tragen (das eigentliche Blotting). Die immobilisierten Proteine werden mit einem fiir
das nachzuweisende Protein spezifischen Antikorper inkubiert. Der Nachweis der ge-
bundenen Antikorper kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Durchgesetzt haben
sich nicht-radioaktive Methoden, bei denen ein sekundérer Antikorper —der gegen den
F.-Teil des primédren Antikorpers gerichtet ist— verwendet wird, der mit einem En-
zym gekoppelt ist, das eine leicht detektierbare Reaktion katalysiert (siehe 2.5.6.2).

Materialien:

* Blotpuffer (Towbin-Puffer):
2,42 g Tris,
11,26 g Glycin
werden mit 700 ml bidest. Wasser versetzt und auf pH 8,3 eingestellt. Dann wer-
den 200 ml Methanol zugesetzt und abschlieend mit bidest. Wasser auf 11
aufgefiillt.

* Ponceau S-Losung:
Stammlosung (10x):
2 g Ponceau S,
30g TCA,
30 g Sulfosalicylsédure
werden mit bidest. Wasser auf 100 ml aufgefiillt. Alternativ: Ponceau S-Konzen-
trat (Sigma).
Gebrauchslosung:

1:10 Verdiinnung (mit bidest. Wasser) der Stammlosung. Die Gebrauchslosung
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kann mehrfach verwendet werden und ist fiir mindestens 1 Monat bei Raumtem-

peratur stabil.

2.5.6.1 Semi-Dry Blotting

Durchfiihrung:
* Vorbereitung der PVDF-Membran (Hybond P, Amersham):

Die Membran wird vollstandig mit Methanol benetzt, dann 5 min in bidest. Was-
ser zum Entfernen des Methanols unter leichtem Schiitteln eingeweicht (Wasser
2-3x wechseln) und abschlieBend fiir 15 min in Blotpuffer eingeweicht (wobei
darauf geachtet werden muf3, da3 die relativ hydrophobe PVDF-Membran im-

mer vollstdndig benetzt ist).

e Zusammenbau des Blot-Sandwichs:
Zwolf Whatman 3MM Filterpapiere werden auf Gelgroe zugeschnitten und in
Blotpuffer eingeweicht. Die passende Mylarmaske (abhiingig von der Gelgro-
Be) wird auf die Anode der Semi-Dry Blotkammmer (Semiphor, Hoefer) aufge-
legt und mit Klebeband fixiert. Sechs mit Blotpuffer getrinkte Whatman Papiere
werden luftblasenfrei aufgelegt, dann die vorbereitete Membran. Das Trenngel
wird auf ein mit Blotpuffer getrinktes Whatman Papier iiberfiihrt und so schnell
wie moglich auf die Membran aufgelegt (luftblasenfrei), da die PVDF-Membran
nicht trocken werden darf. Wegen der einsetzenden Bindung der Proteine an die
Membran sollte das Gel nach Moglichkeit nicht mehr nachtridglich gegen die
Membran verschoben werden. AbschlieBend werden die restlichen fiinf What-

man Papiere aufgelegt.

* Proteintransfer (Blotting):
Die Semi-Dry-Apparatur wird mit dem Kathodendeckel geschlossen, und die
Proteinproben mit einer konstanter Stromstirke von 0,8 mA/cm?> Membranfli-
che (entspricht 160 mA fiir einen 12 x 16,5 cm Blot) fiir 90 min bei Raumtempe-
ratur geblottet.

* Ponceau S-Firbung (nur bei Verwendung des Low Weight Protein Markers):
Mit Hilfe dieser temporidren Proteinfirbung kann iiberpriift werden, inwieweit
der Proteintransfer auf die Membran funktioniert hat. Hierzu wird die geblottete

Membran fiir 5-10 min unter leichtem Schiitteln in Ponceau S-Gebrauchslosung
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angefirbt, anschlieBend die Féarbelosung entfernt und der iiberschiissige Farb-
stoff durch mehrmaliges Waschen mit bidest. Wasser entfernt. Fiir die spitere
Protein-Grofenbestimmung wird die Markerspur abgeschnitten und die Farbung

mit Essigsdure (5 %) fixiert.

2.5.6.2 ECL-Detektionssystem

Das enhanced-chemiluminescence (ECL) System ist eine nicht-radioaktive Methode
zur Detektion von immobilisierten Antigenen, die direkt oder indirekt mit Meerret-
tich-Peroxidase konjugiertem Antikorper markiert werden. Die Meerrettich-Peroxida-
se (horseradish peroxidase, HRP) oxidiert ein geeignetes organisches Substrat—das
Diacylhydrazid Luminol —unter Umsetzung von H>O, zu H;O. Das Oxidationspro-
dukt befindet sich in einem angeregten Zustand aus dem es unter Lichtemission, die
mittels Belichtung eines Rontgenfilms sichtbar gemacht wird, wieder in den Grundzu-
stand zuriickkehrt. Die Reaktion erreicht ca. 5 min nach Substratzugabe das Maximum
der Lichtemission, dann féllt die Signalstirke langsam ab. In Abbildung 2.9 ist das
Funktionsprinzip des ECL-Systems schematisch dargestellt.

Materialien:

* TBS:
150 mM NacCl (8,76 g/l),
13 mM Tris (1,57 g/1),
werden in 900 ml bidest. Wasser gelost auf pH 7,5 gebracht (am pH-Meter mit
HCI, 32 % einstellen) und auf 1000 ml aufgefiillt.

e TBS-T:
11 TBS, pH7,5 werden mit 0,02 % Triton X-100 (200 ul) versetzt.

* Block-Losung:
Rotiblock-Konzentrat (Roth) 1:10 in bidest. Wasser verdiinnt (50—100 ml pro
Blot).

* Primérantikorper:
Die Antikorper-Losung wird im gewiinschten Maf3e in Block-Losung verdiinnt
(10-20 ml pro Blot).
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NH, O
2H,0,
II\IH
R NH
Sekundarantikérper-
Meerrettich-Peroxidase-
Konjugat NH; O
Luminol (3-Aminophtalhydrazid)
Protein
NH, O
o )
_ + N, + Licht “wwwwWa»
v O
2H,0
Primarantikorper NH, O
3-Aminophtalat

Polymerschicht Réntgenfilm
(z. B. PVDF-Membran)

Abbildung 2.9: Prinzip der ECL-Detektion. An das immobilisierte Protein bindet der fiir das zu de-
tektierende Protein spezifische Primérantikorper. Dessen F.-Teil wird vom Sekundirantikorper erkannt,
der mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ist. Diese setzt das Substrat Luminol in einer lichter-

zeugenden Reaktion um. Die Lichtemission wird mit Hilfe eines Films detektiert.

* Sekundirantikorper (Anitkorper-HRP-Konjugat, Amersham):
Die Antikorper-Losung wird im gewiinschten Mafle in Block-Losung verdiinnt
(10-20 ml pro Blot).

ECL-Detektionslosungen 1 und 2:

Fertiglosungen von Amersham.

* Hybridisierungsofen und Hybridisierungsrohrchen (Bachofer)

ECL-Hyperfilm (Amersham)

Durchfiihrung:

* Blocken der Membran:
Die Membran wird in ein Hybridisierungsrohrchen iiberfiihrt (Proteinseite nach
innen) und 50-100 ml Block-Losung zugegeben, dann wird fiir 1 h bei 20 °C im

Hybridisierungsofen geblockt. Danach wird die Block-Losung verworfen.
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* Bindung des priméren Antikorpers:
Die Antikorper-Verdiinnung wird unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und in
das Hybridisierungsrohrchen mit der geblockten Membran iiberfiihrt. Dann wird
fiir 1-2 h bei 20 °C im Hybridisierungsofen inkubiert (wobei auf die waagrechte
Lage des Rohrchens geachtet werden muf3, da sonst die Membran nicht gleich-
mifBig von der Antikorper-Losung benetzt wird). Die Antikorper-Verdiinnung

kann mehrfach verwendet werden (Lagerung bei 4 °C).

* Waschen:
Die Antikorper-Losung wird entfernt, Reste mit TBS-T ausgewaschen und dann

3 x 10 min mit je 50 ml TBS-T gewaschen.

* Bindung des sekundiren Antikorpers: Die Antikdrper-HRP-Konjugat-Verdiin-
nung wird unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und in das Hybridisierungs-
rohrchen mit der gewaschenen Membran iiberfiihrt. Dann wird fiir eine Stunde
bei 20 °C im Hybridisierungsofen inkubiert (wobei auf die waagrechte Lage des
Rohrchens geachtet werden muf3, da sonst die Membran nicht gleichméfig von

der Antikorper-Losung benetzt wird).

* Waschen:
Die Antikorper-Losung wird entfernt, Reste mit TBS-T ausgewaschen und dann

6 x 10 min mit je 50 ml TBS-T gewaschen.

* Detektion:
Die gewaschene Membran wird auf einen aufgeschnittenen Vernichtungsbeutel
(Brand) iberfiihrt. Je 7,5 ml ECL-Reagenz 1 und 2 werden gemischt, auf die
Membran aufgegeben und dann fiir 60 sec inkubiert. Uberschiissiges Reagenz
wird durch Abtropfen entfernt, dann wird die Membran auf einen neuen (in eine
Filmkassette geklebten) aufgeschnittenen Vernichtungsbeutel gelegt. Der Beu-
tel wird zugeklappt und Luftblasen durch Ausstreichen entfernt. In der Dunkel-
kammer wird ein ECL-Hyperfilm aufgelegt (es wird mit 15 sec Belichtungszeit
begonnen, dann bei jedem neuen Film die Belichtungszeit verdoppelt) und an-

schliefend entwickelt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Plasmidkonstrukte

3.1.1 Der retrovirale Vektor pLXSP

Fiir einige der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde ein re-
troviraler Vektor bendotigt, der anstelle der G418-Resistenz fiir ein anderes Resistenz-
gen codiert. Damit ist eine Selektion von Zellen nach retroviraler Transduktion mog-
lich, die bereits eine G418-Resistenz aufweisen. Verwendet wurde das Puromycin-
Resistenzgen, wobei als Quelle fiir das Gen der Puromycin-Acetyltransferase (pac)
das Plasmid pPUR diente! (de la Luna et al., 19882). Fiir die Umklonierung als giin-
stig erwies sich die Tatsache, dal} pac in pPUR und neo” in pLXSN unter der Kontrolle
des SV40¢,1y-Promotors stehen. Daher konnte bei der Klonierung auf eine Schnittstel-
le innerhalb dieses Promotors zuriickgegriffen werden. Abbildung 3.1 verdeutlicht die
gewiihlte Klonierungsstrategie. Durch Ncol Verdau wurde das 3’-Ende des SV40c,1y-
Promotors sowie der groBte Teil des neo”-Gens aus pLXSN entfernt. Analog wurde
aus pPUR durch Verdau mit demselben Restriktionsenzym ein Fragment, bestehend
aus dem 3’-Ende des SV40.,1y-Promotors und dem vollstindigen pac-Gen, ausge-
schnitten. Dieses wurde dann in das dephosphorylierte pPLXSN Vektorfragment ein-

gefiigt. Bei richtiger Orientierung wird somit ein funktioneller SV40c,1y-Promotor

'pPUR wurde freundlicherweise von W.J. Neubert zur Verfiigung gestellt.

’In dieser Veroffentlichung wird pPUR als pBSpacAP bezeichnet.
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wiederhergestellt, der eine Expression des pac-Gens ermoglicht. Das —infolge der ge-

pLXSN pPUR
1. Ncol-Verdau 1. Ncol-Verdau

2. Isolierung des
pac-Fragments

3 LR pac
pA !
Ncol
Ncol Ncol

3. Ligation

2. Dephosphorylierung

pac

pLXSP

Abbildung 3.1: Klonierung des retroviralen Vektors pLXSP.

wihlten Klonierungsstrategie —in pLXSP verbliebene 3’-Fragment von neo” ist funk-
tionslos. Dies wurde durch Transfektion (siehe 2.3.3.2) von pLXSP in NIH 3T3-Zellen
und anschlieBende Selektion mit 600 ug/ml G418 (Geneticin) iiberpriift, die zu einem
vollstidndigen Absterben der transfizierten Zellen fiihrte. Dagegen zeigten die pLXSP-
transfizierten Zellen die erwartete Puromycin-Resistenz bei Selektion mit 5 pg/ml Pu-
romycin.? Bei der funktionellen Uberpriifung ergaben sich mit pLXSP retrovirale Titer
in der gleichen Grofenordnung wie bei Verwendung von pLXSN. Der retrovirale Vek-

tor pLXSP stellt somit eine gleichwertige Alternative zu pLXSN dar.

37ur Ermittlung der geeigneten Konzentrationen zur Selektion auf die jeweilige Antibiotikum-

Resistenz siehe die Fuinoten 8 und 9 auf den Seiten 124 und 129.
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EcoRlI
Hpal

Xhol
BamHI

Abbildung 3.2: Aufbau des retorviralen Vektors pLXSP. Der Vektor stellt ein Analogon des unter
2.4.4.1 beschriebenen Vektors pLXSN dar. Anstelle des Aminoglycosid-Phosphotransferase Gens, das
Neomycin-Resistenz (neo”) verleiht, enthilt pLXSP das Puromycin-Acetyltransferase Gen pac, das

Puromycin-Resistenz verleiht.

3.1.2 Plasmide fiir die Expression viraler Hullproteine

Als Grundgeriist fiir die Expression viraler Hiillproteine wurde der Expressionsvektor
pcDNA3 (Invitrogen) gewihlt. Dieses Plasmid enthilt stromabwérts des hCMV-IE-
Promotors zahlreiche singuldre Schnittstellen, die den Einbau der zu exprimierenden
Sequenz ermoglichen. Gefolgt werden diese von einer Polyadenylierungsstelle, die der
Stablisierung des Transkripts dient. Um die Etablierung stabiler Klone nach Transfek-
tion zu ermdglichen, enthélt pcDNA3 eine zweite Expressionskasette bestehend aus
dem SV40.,1y-Promotor, dem Neomycin-Resistenzgen und der SV40-Polyadenylie-
rungsstelle, die eine G418-Selektion transfizierter Zellen erlaubt. Um durchgefiihr-
te Klonierungen mittels Sequenzierung iiberpriifen zu konnen, wurden mit Hilfe des
Programmes PRIMER (Bestandteil der Sequenzanalyse-Software HUSAR, European

Molecular Biology Laboratories, EMBL, Heidelberg) folgende Primer* gewihlt:

* pcdna3hin:
5’ CCCACTGCTTACTGGCTTAT 3’
Dieser Primer bindet unmittelbar vor der MCS von pcDNA3 und erméglicht so

die Kontrolle des Ubergangs von pcDNA3 zum 5’-Ende der eingefiigten cDNA.

“Die Synthese der Primer erfolgte durch durch die Firma Pharmacia Biotech.
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Hindlll
Kpnl
BamHI
BstXI
EcoRl
EcoRV
BstXI
Notl
Xhol
Xbal
Apal

1. pcdna3hin
2. pcdna3rap

Abbildung 3.3: Aufbau des Expressionsplasmids pcDNA3. Die einzelnen Elemente sind groftenteils
im Text erldutert. Erlduterung der Abkiirzungen: CMV stellt den immediate early-Promotor des hu-
manen Cytomegalievirus dar; T7 und SP6 sind virale Promotoren, die fiir die in vitro Transkription
genutzt werden konnen; dazwischen befindet sich die aus zehn verschiedenen Schnittstellen bestehende
multiple Klonierungsstelle; pApgy steht fiir die Polyadenylierungsstelle des Gens fiir das Rinderwachs-
tumshormon (bovine growth hormone); SV40 fiir den SV40c,1y-Promotor; neo” fiir das Neomycin-
Resistenzgen; pAgvyag fiir die SV40-Polyadenylierungsstelle; amp” fiir das (in Bakterien exprimierbare)
Ampicillin-Resistenzgen. Die mit 1. und 2. markierten Pfeile stehen fiir die Seqenzier-Primer pcdna3hin

und pcdna3rap (siehe Text).

* pcdna3rap:
5’ CGAGGCTGATCAGCGAGCTC 37
Dieser Primer bindet nach der letzten Restriktionschnittstelle (Apal) der MCS
von pcDNA3 und erméglicht so die Kontrolle des Ubergangs vom 3’-Ende der
eingefiigten cDNA zu pcDNA3.

3.1.2.1 pcDNAS3-G fir die Expression des VSV-G Hiillproteins

Da der Einbau des VSV-G Hiillproteins in Retroviruspartikel sehr gut funktioniert
(Emi et al., 1991; Burns et al., 1993), wurde die Erzeugung von MoMLV(VSV-G)
Pseudotypen als Positivkontrolle fiir die Bildung retroviraler Pseudotyppartikel heran-
gezogen. Hierzu wurde ein Expressionsplasmid bendtigt, mittels dem nach transienter
Transfektion in retroviralen Verpackungszellen das VSV-G Protein exprimiert wird. Zu
diesem Zweck wurde die VSV-G cDNA aus pSVGLI1 (Rose & Bergmann, 1982) in den
Expressionsvektor pcDNA3 (Invitrogen) umkloniert. In pSVGLI ist die VSV-G cDNA
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an beiden Enden jeweils von BamHI-, EcoRI- und Xhol-Schnittstellen flankiert, die fiir
die Umklonierung genutzt werden konnen, da keines der drei Enzyme innerhalb der
VSV-G cDNA schneidet. Gewihlt wurde die BamHI-Schnittstelle; damit ergab sich
folgender Klonierungsverlauf: Mittels BamHI-Verdau wurde pcDNA3 linearisiert und
dasselbe Restriktionsenzym zum Ausschneiden der VSV-G cDNA aus pSVGL1 be-
nutzt, die dann in das linearisierte und dephosphorylierte pcDNA3 Plasmid eingefiigt
wurde. In Abbildung 3.4 ist der Ablauf der Klonierung schematisch dargestellt. Die
Klonierungsiiberginge von Vektor (pcDNA3) zu VSV-G cDNA wurden, unter Ver-
wendung der Primer pcdna3hin und pcdna3rap (siehe 3.1.2), mittels Sequenzierung

auf ihre Korrektheit {iberpriift.

MCS
— VSV-G ¢cDNA

pSVGL1

1. BamHI-Verdau

1. BamHI-Verdau

2. Isolierung der

2. Dephosphorylierung VSV-G cDNA

BamHI

VSV-G cDNA
BamHI BamHI
3. Ligation
VSV-G cDNA VSV-G cDNA

pcDNA3-G

Abbildung 3.4: Klonierung des VSV-G Expressionsplasmids pcDNA3-G.
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3.1.2.2 pcDNAS3-F fir die Expression des SeV-F Proteins

Zur Expression des SeV-F Proteins in retroviralen Verpackungszellen wurde die SeV-F
c¢DNA in den Vektor pcDNA3 umkloniert. Als Quelle fiir die F-cDNA diente das Plas-
mid pUC29-F (Gerner, 1995). In diesem Konstrukt ist die F-cDNA von einer EcoRI-
und einer Xhol-Schnittstelle flankiert, die auch (in der richtigen Abfolge) in der MCS
von pcDNA3 vorhanden sind. Damit ergab sich der auch in Abbildung 3.5 skizzierte
Ablauf der Klonierung. Mittels EcoRl/Xhol-Verdau wurde pcDNA3 linearisiert. Die-
selben Restriktionsenzyme konnten zum Ausschneiden der SeV-F cDNA aus pUC29-F
benutzt werden, die dann in das linearisierte pcDNA3 Plasmid eingefiigt wurde. Die
Klonierungsiibergiinge von Vektor (pcDNA3) zu SeV-F cDNA wurden, unter Verwen-
dung der Primer pcdna3hin und pcdna3rap (siehe 3.1.2), mittels Sequenzierung auf

ihre Korrektheit iiberpriift.

In Abbildung 3.6 sind die analog aufgebauten Expressionsplasmide pcDNA3-G und
pcDNAS3-F noch einmal schematisch dargestellt.

3.1.2.3 pcFyPUR

Um stabile SeV-F exprimierende Klone aus bereits G418-resistenten Zellen erzeugen
zu konnen, wurde die gesamte SeV-F Expressionskassette aus pcDNA3-F (bestehend
aus hCMV IE Promotor, SeV-F cDNA und BGH polyA) in den Vektor pPUR umklo-
niert. Die Umklonierung der SeV-F Expressionskassette erfolgte als blunt-end Klo-
nierung nach dem in Abbildung 3.7 dargestellten Schema. Mittels Nrul/Pvull-Verdau
wurde die SeV-F Expressionskassette aus pcDNA3-F als blunt-end Fragment ausge-
schnitten. Die Linearisierung von pPUR erfolgte unmittelbar vor dem SV40-Promotor
der pac-Expressionskassette. Dort wurde dann die SeV-F Expressionskassette einge-
fiigt. Als gewiinschtes Konstrukt wurde dasjenige mit gegenldufiger Anordnung der

Expressionskassetten fiir die SeV-F cDNA und pac gewihlt.

3.1.24 chWTPUR

Die zur Verfiigung stehende SeV-F cDNA, die vom F-Gen des SeV Stammes Fushi-
mi abgeleitet ist, besitzt in der Sequenz des Signalpeptids eine Punktmutation. Diese

war urspriinglich eingefiigt worden, um eine Ncol-Schnittstelle einzufiihren, fiihrt aber
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SeV-F cDNA
pA
EcoRI Xhol EcoRI Xhol
neo’
pcDNA3 pUC29-F
1. Verdau mit
1. Verdau mit EcoRlI und Xhol

EcoRlI und Xhol
cortun ° 2. Isolierung der

SeV-F cDNA

SeV-F cDNA

EcoRI Xhol

3. Ligation

SeV-F cDNA

pcDNA3-F

Abbildung 3.5: Klonierung des SeV-F Expressionsplasmids pcDNA3-F.

Abbildung 3.6: Aufbau des VSV-G Expressionsplasmids pcDNA3-G und des SeV-F Expressionsplas-
mids pcDNA3-F.
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SeV-F cDNA

Pvull Pvull

pPUR pcDNA3-F

1. Verdau mit

1. Verdau mit Nrul und Pvull

Pvull 2. Isolierung der
SeV-F Expressionskassette

SeV-F cDNA
cMV [ BGH |

Nrul Pvull

3. Ligation

SeV-F cDNA pac

[Nrul|Pvull] [Pvull|Nrul]

pcF,PUR

Abbildung 3.7: Klonierung des SeV-F Expressionsplasmids pcFNyPUR.

somit auch zu einem verinderten Signalpeptid:

Original-Sequenz: .. .CCATGACAGCA. ..
M T A
Ncol
Mutierte Sequenz: . ..CCATGGCAGCA. . .
M A A

Mit Hilfe einer ortsgerichteten Mutagenese (Deng & Nickoloff, 1992; siehe 2.2.11)
wurde diese A—>G Mutation wieder riickgéngig gemacht. Hierzu wurden zunéchst mit
Hilfe des Programmes PRIMER (Bestandteil der Sequenzanalyse-Software HUSAR,
European Molecular Biology Laboratories, EMBL, Heidelberg) folgende Primer” aus-
gewihlt:

SDie Synthese und Reinigung der Primer erfolgte durch die Firma Eurogentech



3.1 Plasmidkonstrukte 115

* Mutageneseprimer:
5’ CGGCCATGACAGCATATATC 3’

* Selektionsprimer:
5’ ACTTCTGACAACCATCGGAG 3’

Abbildung 3.8 zeigt die Bindungsstellen dieser Primer in pcFNUR und die durch sie

eingefiihrten Mutationen.

A.

M T A Y I
Mutageneseprimer: CGGCCATGACAGCATATATC

SeV-F Signalpeptid, Start->

Ncol
.. .GTGCTGGAATTCCGCGGCCATGGCAGCATATATCCAGAGGTCACAGTGCATCTCAACATC. ..
4981 --—---—-—- o +o—— o e Fom— + 5040

.. .CACGACCTTAAGGCGCCGGTACCGTCGTATATAGGTCTCCAGTGTCACGTAGAGTTGTAG. . .

M A A Y I Q9 R S 0 Cc I s T S

B.
L L T T I G G
Selektions-
primer: ACTTCTGACAACCATCGGAG
Pvul
.. .CAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACAT. ..
2751 ————----- o o —— o —— Fmmm————— tomm - + 2810

. . .GTTGAATGAAGACTGTTGCTAGCCTCCTGGCTTCCTCGATTGGCGAAAAAACGTGTTGTA. . .

N L L L. T I 6 G P K E L T A F L H N M

Abbildung 3.8: Mutagenisierung der SeV-F Signalsequenz in pcFNPUR. A. Der Mutageneseprimer
setzt die SeV-F Signalsequenz auf die Wildtypsequenz zuriick. Durch den G—>A-Austausch erfolgt
auf Aminosdure-Ebene ein Wechsel von Alanin (A) zuriick zu Threonin (T). Der Verlust der Ncol-
Schnittstelle auf Nucleinsidure-Ebene ist fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
ohne Belang. B. Der Selektionsprimer fiihrt eine stille Punktmutation in das amp”-Gen ein (G—>C-
Austausch), der zum Verlust der singulidren Pvul-Schnittstelle, auf Aminosdure-Ebene aber zu keiner

Anderung fiihrt.

Obwohl relativ kurze Primer fiir die Mutagenisierung verwendet wurden sowie auf
eine ungiinstige (eine GATC-Sequenz enthaltende) Selektionsschnittstelle selektio-
niert wurde (Stratagene Cloning Systems, 1997) und damit die Effizienz aufgrund
der suboptimalen Bedingungen herabgesetzt war, gelang die Mutagenisierung von

pcFNPUR zu pcFwrPUR. Die Mutagenisierung wurde sowohl iiber den Verdau mit
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Ncol (pcFwTPUR zeigt infolge des Wegfalls der mutierten Ncol-Schnittstelle ein an-
deres Fragmentmuster als pcFNPUR) als auch durch Sequenzierung iiberpriift. Die
Sequenzierung konnte mit Hilfe der Primer pcdna3hin und pcdna3rap (siehe 3.1.2)
durchgefiihrt werden, da die komplette SeV-F Expressionskassette aus pcDNA3-F in
pcFNPUR umkloniert worden war (siehe 3.1.2.3).

Das Plasmid pcFwTPUR wurde in den (in Abschnitt 3.4.2.1 beschriebenen) Experi-

menten zur Optimierung der SeV-F Expression eingesetzt.

ACGT ACGT
_-t— .....
=T -
o=
- R .
ﬁ\ i -
- - - |t
a —» - -~
b1 — — M, T
e
\ & - il
c 2
nmr. v
- -
b2 —p -
o
L.
o
pcF,PUR pcF,.PUR

Abbildung 3.9: Ergebnis der Mutagenisierung der SeV-F Signalsequenz in pcFNPUR. A. Durch die
Mutagenisierung kommt es zum Wegfall einer Ncol-Schnittstelle. MX: Marker X (1 kb-Leiter, Life
Technologies); Fyi: Plasmid pcFNPUR (500 ng); Fna: Erfolglose Mutagenisierung; Fyr: Erfolgreiche
Mutagenisierung zu pcFwrPUR. Wihrend der Verdau von pcFNPUR mit Ncol zu vier Fragmenten mit
den GroBen 3580 bp (a), 2299 bp (b1), 848 bp (c) und 339 bp (b2) fiihrt, entstehen nach der Mutation zu
pcFwTPUR drei Fragmente der GroB3e 3580 bp (a), 2638 bp (b3) und 848 bp (c). B. Sequenzierung des
entsprechenden Abschnitts in pcFxPUR und pcFwtPUR. Angezeichnet ist der Ubergang von Vektor-
DNA zu SeV-F cDNA (EcoRI-Schnittstelle). Die Pfeile markieren die Position des Austauschs von G
(pcFNPUR) nach A (pcFwTPUR).
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3.1.2.5 Konstrukte fiir die Tetracyclin-regulierte Expression des SeV-F
Proteins

Da bei Verwendung konstitutiver viraler Promotoren (sieche Abschnitte 3.4.2.1 und
3.4.2.2) nur eine geringe SeV-F Expression erzielt wurde, lag die Vermutung nahe,
da} die dauerhafte Expression des SeV-F Proteins cytotoxisch ist. Fiir Fusionspro-
teine verschiedener (-)-Strang-RNA-Viren wurde eine Toxizitit bereits nachgewiesen
(Florkiewicz & Rose, 1984; Horvath et al., 1992; Schnell et al., 1996). Daher wurde ein
System etabliert, dal ein gezieltes An- und Abschalten der SeV-F Expression erlaubt.
Aus den in in 2.3.4 genannten Griinden wurde dabei auf das Tetracyclin-regulierbare

System von Gossen & Bujard (1992) zuriickgegrriffen.

3.1.2.5.1 Die Regulator-Plasmide pTet-On/P und pTet-Off/P

Zunichst wurden die zur Verfiigung stehenden Regulator-Plasmide pUHD15-1 und
pUHGI17-1 dahingehend modifiziert, da3 zusitzlich eine pac-Expressionskassette ein-
gefiigt wurde. Damit ist—im Vergleich zur Verwendung eines separaten Resistenz-
Plasmids, das zusammen mit dem Regulatorplasmid cotransfiziert werden muf3—
eine hohere Effizienz bei der Etablierung stabiler Zellinien gegeben. Mittels Xhol-
Verdaus wurde das Ausgangsplasmid pUHD15-1 (Tet-Off) bzw. pUHG17-1 (Tet-On)
linearisiert. AnschlieBend wurden die linearisierten Plasmide dephosphoryliert und
die 5’-iiberhidngenden Enden aufgefiillt. Durch Ndel/BamHI-Verdau wurde die pac-
Expressionskassette aus pPUR ausgeschnitten, dann erfolgte ebenfalls das Auffiil-
len der 5’-iiberhingenden Enden. In einer blunt-end Ligation wurde dann die pac-
Expressionskassette in das jeweilige (linearisierte, dephosphorylierte und aufgefiill-
te) Regulator-Plasmid eingefiigt. Als gewiinschtes Konstrukt wurde dasjenige mit ge-
genldufiger Anordnung der Expressionskassetten fiir tTA bzw. rtTA und pac gewihlt
(pTetOft/P bzw. pTetOn/P). Abbildung 3.10 zeigt die gewéhlte Klonierungsstrategie,
in Abbildung 3.11 sind die generierten Konstrukte noch einmal schematisch darge-

stellt.
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tTA bzw. rtTA  sv40 bzw. BRG

pUHD15-1 bzw. pUHG17-1 pPUR

. 1. Verdau mit Ndel
1. Verdau mit Xhol und BamHI

2 Qg;tl;llét:‘r;:g;gn- Enden 2. Auffiillen der 5'-
liberhdngenden Enden

tTA bzw. rtTA  gv40 bzw. BRG
[ 1

pac

SV40
pA
[Ndel] [BamHI]

3. Ligation

tTA bzw. rtTA  sv40 bzw. BRG

tTA bzw. rtTA  sv40 bzw. jRG

pA pA
[Xhol|BamHI] [Ndel|Xhol] [Xhol|Ndel] [BamHI|Xhol]

pTet-Off/P bzw. pTet-On/P

Abbildung 3.10: Klonierung der Regulator-Plasmide pTet-Off/P bzw. pTet-On/P.

pTet-Off/P pTet-ON/P

5,90 kb 6,50 kb

Abbildung 3.11: Die Regulator-Plasmide pTet-Oft/P und pTet-On/P.
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3.1.2.,5.2 Das Tet-responsive Plasmid ptetO-IMCS

Als Tetracyclin-responsives Plasmid stand zunéchst nur ptetO-SEAP (siehe 2.3.4) zur
Verfiigung. Um ein allgemein verwendbares Tetracyclin-responsives Konstrukt zu er-
halten, wurde aus ptetO-SEAP das komplette SEAP-Gen sowie die SV40-Polyade-
nylierungsstelle entfernt und durch eine Sequenz aus pl.18° ersetzt, die das Intron A
aus CMV’, eine MCS sowie eine CMV-Polyadenylierungsstelle beinhaltet. Zunzichst
wurde aus ptetO-SEAP die SEAP cDNA sowie die SV40-Polyadenylierungsstelle
durch Verdau mit HindIll und Sall entfernt. AnschlieBend wurde das Vektorfragment
dephosphoryliert und die 5’-iiberhiingenden Enden aufgefiillt. Durch Eagl/HindIll-
Verdau wurde aus pl.18 die Sequenz bestehend aus Intron A, MCS und CMV-
Polyadenylierungsstelle ausgeschnitten, dann erfolgte ebenfalls das Auffiillen der
5’-iiberhingenden Enden. In einer blunt-end Ligation wurde dann die Sequenz-—
bestehend aus Intron A, MCS und CMV-Polyadenylierungsstelle —in das (linearisierte,
dephosphorylierte und aufgefiillte) Response-Plasmid eingefiigt. Bei richtiger Orien-
tierung des eingefiigten Fragments entsteht eine Tetracyclin-regulierbare, leere Ex-
pressionskassette, in deren MCS das zu exprimierende Gen eingefiigt werden kann.
Die MCS enthilt singulidre Schnittstellen fiir folgende Restriktionsenzyme: BamHI,
Xbal®, Bglll, EcoRV, Sall.

3.1.2.5.3 Das Tet-responsive Plasmid ptetO-IF

In das nun zur Verfiigung stehende Konstrukt ptetO-IMCS wurde die SeV-F cDNA —
wie in Abbildung 3.13 dargestellt — eingefiigt. Zunidchst wurde ptetO-IMCS mittels
BamHI-Verdau linearisiert. Nach Hitzeinaktivierung des Restriktionsenzyms erfolg-
te das Aulffiillen der 5’-iiberhingenden Enden. Anschlieend wurde mit Sall verdaut.
Analog wurde pcDNA3-F mit EcoRI verdaut, die entstehenden 5’-iiberhéangenden En-
den aufgefiillt und dann mit Xhol verdaut. Das so gewonnene SeV-F Fragment besitzt

5’ glatte Enden (passend zur aufgefiillten EcoRI-Schnittstelle im ptetO-IMCS Frag-

6pI.18 wurde freundlicherweise von W. J. Neubert zur Verfiigung gestellt.

"Das Intron dient der Verstirkung der Expression und der Stabilisierung des Transkripts, siehe auch
Abschnitt 3.4.2.2.

8Die MCS enthiilt noch eine zweite Xbal-Schnittstelle, die jedoch durch dam-Methylierung blockiert

ist.
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1. Verdau mit 1. Verdau mit
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Abbildung 3.12: Klonierung des Tetracyclin-responsiven Plasmids ptetO-IMCS.

pA
Hindll|[Eagl] [Hindlll|Sall]

ptetO-IMCS

ment) und 3’ einen durch den Xhol-Verdau entstandenen 5’—Uberhang (der mit dem
durch den Sall-Verdau von ptetO-IMCS entstandenen 5°-Uberhang kompatibel ist!).
Damit wurde erreicht, da3 die SeV-F cDNA in der anschlieBenden Ligation nur in der

gewiinschten Orientierung in ptetO-IMCS eingefiigt wurde.

3.1.2.5.4 Das Tet-responsive Plasmid ptI-SEAP

Um die Regulierbarkeit pTet-Off/P bzw. pTet-On/P transfizierter Zellen zu iiberpriifen,
wurde auf den in Abschnitt 2.3.4 beschriebenen SEAP Nachweis zuriickgegriffen. Zu-
satzlich zu dem zur Verfiigung stehenden Konstrukt ptetO-SEAP wurde das Plasmid
ptI-SEAP als exaktes Analogon zu ptetO-IF generiert, indem das SEAP-Gen in ptetO-
IMCS eingefiigt wurde. Zu diesem Zweck wurde das SEAP-Gen mittels HindI1l/Xbal-
Verdau aus pCMV-SEAP ausgeschnitten. Nach Auffiillen der 5’-iiberhidngenden En-
den mit Klenow-Enzym wurde das gelgereinigte SEAP-Fragment in den mit EcoRV-

verdauten und mit SAP dephosphorylierten Vektor ptetO-IMCS in einer blunt-end Li-
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BamHI Sall

ptetO-IMCS pcDNA3-F
1. Verdau mit BamHI 1. Verdau mit EcoRI
2. Auffilllen der 5’- 2. Auffiillen der 5’-
liberhangenden Enden liberhangenden Enden
3. Verdau mit Sall 3. Verdau mit Xhol

Sall

Intron A

CMV SeV-F cDNA

[EcoRI] Xhol

4. Ligation

Intron A SeV-F cDNA

pA
[BamHI|EcoRl] [Xhol|Sall]

ptetO-IF

Abbildung 3.13: Klonierung des Tetracyclin-responsiven SeV-F Expressionsplasmids ptetO-IF.

gation eingefiigt. In Abbildung 3.14 ist die Klonierungsstrategie schematisch darge-
stellt.

3.2 Etablierung eines ASGP-R restringierten re-
troviralen Gentransfer-Systems

3.2.1 Generierung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen mit Hil-
fe eines SeV-F cDNA codierenden retroviralen Vektors

Bei dem retroviralen Vektor pLFSN (Spiegel, 1995) handelt es sich um ein pLXSN-
Derivat, der neben dem Neomycin-Resistenzgen noch die SeV-F cDNA enthilt. Die
Expression der SeV-F cDNA erfolgt dabei unter der Kontrolle des retroviralen 5’ LTRs.

Nach Transfektion dieses Vektors in geeignete Verpackungszellen sollte es zur Bil-
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pA pA
[EcoRV|Hindlll]  [Xbal|EcoRV] [EcoRV|Hindll]  [Xbal|[EcoRV]
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Abbildung 3.14: Klonierung des Tetracyclin-responsiven SEAP Expressionsplasmids ptI-SEAP.

dung von transduktionskompetenten Retroviruspartikeln und zur Expression der SeV-
F ¢cDNA kommen. Bei einem Einbau des F-Proteins in die retrovirale Hiille sollte
die Transduktion von ASGP-R exprimierenden Zellen moglich sein. Als Positivkon-
trolle wurde der retrovirale Vektor pLGSN (Spiegel, 1995) eingesetzt, der anstelle der
SeV-F cDNA die VSV-G cDNA enthilt. Da sich Retroviren sehr gut mit VSV-G Prote-
in pseudotypisieren lassen, sollte dieses Experiment Aufschluf iiber die Machbarkeit
des gewihlten Ansatzes ergeben. Vorteil dieses Ansatzes ist der Einsatz eines einzi-
gen Plasmids zur Transfektion, was im Vergleich zu Cotransfektionen Vorteile beziig-
lich der Transfektionseffizienz ergeben sollte. Zur Generierung der Virusiiberstinde
wurden jeweils 5 x 107 Zellen der Verpackungszellinie PESO1 mit 10 ug pLGSN bzw.
pLFSN transfiziert (Calcium-Phosphat Methode, siehe 2.3.3.1). 24 h nach Transfekti-
on wurde das reguldre Medium (DMEM + 10 % FCS) durch DMEM + 1 % Nutridoma
ersetzt, um Serum-freien Virusiiberstand zu erhalten. Die Abwesenheit von Serum war
notwendig, um eine Aktivierung der Fusionseigenschaften des SeV-F Proteins durch

Spaltung mit acetyliertem Trypsin durchfiihren zu konnen (siche 2.4.1.2). 12 h nach
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VSV-G cDNA neo’

pLGSN
| I |

Y P

SeV-F cDNA neo’

pLFSN
pA

(4

Abbildung 3.15: Schema der retroviralen Vektoren pLGSN und pLFSN. Nur der fiir die Retrovirus-
Bildung wichtige Teil der Plasmide ist dargestellt. Die Expression der Virushiillproteine erfolgt unter

der Kontrolle des retroviralen LTR.

diesem Mediumwechsel erfolgte die Ernte der Virusiiberstinde. Nach Behandlung der
Uberstiinde mit acetyliertem Trypsin erfolgte dann die Transduktion geeigneter Ziel-
zellen (siehe 2.4.4.5). Zum Nachweis der Bildung von MoMLV(VSV-G)-Pseudoty-
pen wurden Transduktionen der Hamsternierenzellinie BHK-21 durchgefiihrt, da diese
nicht durch ecotropes Retrovirus aber durch VSV infizierbar ist (Gazdar et al., 1977).
Zum Nachweis von MoMLV(SeV-F) Pseudotypen wurden Transduktionen der ASGP-
R exprimierenden humanen Hepatomzellinie HepG2 durchgefiihrt. Aufgrund der In-
teraktion von SeV-F und dem ASGP-R sollte es daher zum erfolgreichen Gentransfer
in die HepG2 Zellen kommen, die ebenfalls einer Infektion mit ecotropem Retrovi-
rus nicht zugédnglich sind. Allerdings fiihrte weder die Transfektion der ecotropen Ver-
packungszelllinie PESO1 mit pLGSN noch die Transfektion der gleichen Verpackungs-
zellinie mit pLFSN zu Virusiiberstdnden, mit denen eine Transduktion von BHK-21-
bzw. HepG2-Zellen moglich gewesen wire. Da bereits die Bildung von MoMLV (VS V-
G)-Pseudotypen scheiterte, liegt der Schlufl nahe, dafl die Expression unter Kontrolle
des retroviralen 5’ LTR nicht ausreichte, um die fiir die Pseudotypisierung bendotigte
Menge an heterologem Virus-Hiillprotein bereitzustellen. Fiir diese Annahme spricht
auch die Tatsache, dal} eine Kultivierung von pLGSN-transfizierten Verpackungszel-
len (unter kontinuierlicher Selektion mit G418) {liber einen ldngeren Zeitraum moglich
war. Dagegen fiihrt eine starke Expression von VSV-G bekanntermalen innerhalb ei-
nes Zeitraums von zwei bis drei Wochen zu Zellfusionen und einem Absterben der
VSV-G exprimierenden Zellen (Burns et al., 1993; Zhang & Ghosh, 1994).
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3.2.2 Generierung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen durch
Cotransfektion

Da die Expression heterologer Virushiillproteine unter Kontrolle des MoMLV 5’ LTR
sich als nicht ausreichend fiir die Pseudotypbildung erwies, wurde als Alternative der
folgende Ansatz gewihlt: Die Expression des heterologen Hiillproteins sollte iiber ein
separates Konstrukt erfolgen, bei dem die jeweilige cDNA unter Kontrolle des hCM V-
IE-Promotors steht. Dieser fiihrt in einer ganzen Reihe von Zelltypen zu einer sehr
starken Expression (Foecking & Hofstetter, 1986). Zusitzlich wird noch ein retrovira-
ler Vektor cotransfiziert iiber den ein verpackungsfihiges, rekombinantes Retrovirus-
Genom bereitgestellt wird. In Abbildung 3.16 ist die Vorgehensweise schematisch dar-

gestellt.

Je 5 ug Expressionsplasmid und 5 pg retroviraler Vektor wurden (wie unter 2.3.3.1 be-
schrieben) zur Calcium-Posphat-vermittelten Transfektion von 5x 10° Verpackungs-
zellen eingesetzt. 24 h nach Transfektion wurden die Verpackungszellen zum Sammeln
der sezernierten Viruspartikel mit FCS-freiem Medium versetzt, das 1 % Nutridoma als
Serum-Ersatz enthielt. Damit war es moglich, SeV-F Protein mit acetyliertem Trypsin
zu spalten und so in den fusionsaktiven Zustand zu iiberfiihren (siehe 2.4.1.2). Die
erhaltenen virushaltigen Zellkulturiiberstinde (siehe 2.4.4.5) wurden zur Transdukti-
on (siehe 2.4.4.7) der Zielzellen eingesetzt. Unmittelbar vor Zugabe von Polybrene
bzw. der Transduktion der Rezipientenzellen erfolgte die Behandlung der retroviralen
Uberstiinde mit 1 pg/ml acetyliertem Trypsin fiir 30 min bei 37 °C. Als Zielzellen wur-
den NIH 3T3-, BHK-21- und HepG2-Zellen verwendet. Die viralen Titer wurden iiber
G418-Selektion ermittelt (siehe 2.4.4.7.1). Hierbei wurden folgende G418-Konzentra-
tionen® eingesetzt: NIH 3T3: 600 pg/ml, BHK-21: 600 pg/ml, HepG2: 1000 pg/ml.
Analog wurde — als Positivkontrolle — versucht, durch Cotransfektion von PE501-
Zellen mit pcDNA3-G und pLXSN MoMLV(VSV-G)-Pseudotypen herzustellen. Als
Negativkontrolle diente die Cotransfektion von pLXSN und dem leeren Expressions-
plasmid pcDNA3. Tabelle 3.1 fa3t die erhaltenen Ergebnisse zusammen. Die erfolg-

reiche Transduktion von NIH 3T3-Zellen in allen Ansitzen zeigt, da3 jeweils die Bil-

8Die notwendigen Konzentrationen waren zuvor durch Kultivierung nicht-transduzierter Zellen in
G418-Medium (mit G418-Konzentrationen von 100-1000 ug/ml) ermittelt worden. Als geeignete
G418-Konzentration fiir Selektionen wurde jeweils diejenige gewihlt, bei der die Zellen vollstindig

abstarben, zuziiglich einer Reserve von 100 pg/ml.
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Abbildung 3.16: Generierung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen durch Cotransfektion der Plasmide
pLXSN und pcDNA3-F. Die Darstellung der Plasmide beschrinkt sich auf die fiir die Expression des
heterologen Hiillproteins bzw. die fiir die Transkription des retroviralen Genoms relevanten Abschnitte.
Gelangen beide Konstrukte nach Cotransfektion in die Verpackungszellen, so kann es sowohl zur Ex-
pression des SeV-F Proteins als auch zur Bildung des verpackungsfihigen Retrovirusgenoms kommen.

Damit sind die Voraussetzungen fiir die Bildung von retroviralen Pseudotyppartikeln gegeben.
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Tabelle 3.1: Generierung von MoMLV-Pseudotypen durch transiente Cotransfektion von Verpackungs-

zellen.

Virus-Titer (10 cfu/ml) auf Zellen®
NIH3T3 (A-/E+) BHK-21 (A-/E-) HepG2 (A+/E-)

Expressions-Plasmid

pcDNA3 19,0 0,0 0,0
pcDNA3-G 6,0 1,8 n.d.b
pcDNA3-F 2,4 0,0 1,0

“A+: ASGP-R positiv, A—: ASGP-R negativ, E+: Rec-1 positiv, E-: Rec-1 negativ, (Rec-1: ecotroper
Rezeptor); alle drei Zellinien sind VSV-G Rezeptor positiv
bn. d.: nicht durchgefiihrt

dung funktioneller, ecotroper, rekombinanter Retroviren erfolgte. Erwartungsgemif3
fiihrte die Cotransfektion von pLXSN und dem leeren Expressionsplasmid pcDNA3
nur zur Bildung ecotroper Retroviren, so daf lediglich Rec-1-exprimierende NIH 3T3-
Zellen transduziert werden konnten. Die Transduktion von BHK-21-Zellen im Falle
der Cotransfektion mit pLXSN und pcDNA3-G zeigt, dal es zum Einbau von VSV-G
in die retrovirale Hiille gekommen sein muf, da eine Transduktion der BHK-21-Zellen
nur iiber den VSV-G Rezeptor moglich ist (BHK-21 Zellen exprimieren nicht Rec-1,
den ecotropen Rezeptor). Damit hatte sich die Methode der transienten Cotransfektion
eines retroviralen Vektors zusammen mit einem Virus-Hiillprotein Expressionsplasmid
als geeginet fiir die Generierung von gemischten (d. h. das retrovirale env-Protein und
das heterologe Hiillprotein enthaltenden) Pseudotypen erwiesen. Auch die Cotransfek-
tion von pLXSN und pcDNA3-F fiihrte zu funktionellen MoMLV-Pseudotypen. Als
Nachweis diente die Transduktion von HepG2-Zellen. Diese humane Hepatomzellinie
(siehe 2.3.1) 14Bt sich durch ecotrope Retroviren nicht transduzieren, da der entspre-
chende Rezeptor (Rec-1) von humanen Zellen nicht exprimiert wird. Eine Transduk-
tion ist daher nur moglich, wenn in die retrovirale Hiille das SeV-F Protein eingebaut
wurde, dieses somit eine Interaktion von Virushiille und ASGP-R erm6glicht und diese
Interaktion auch zur Aufnahme der Viruspartikel in die Zielzellen fiihrt. Die Transduk-
tion der HepG2-Zellen mit dem Uberstand der mit pLXSN und pcDNA3-F cotransfi-
zierten Verpackungszellen (PES01) erwies sich tatsdchlich als erfolgreich, wobei ein
Titer von 1,0 x 10% cfu/ml erreicht wurde. Die Titer auf NIH 3T3-Zellen waren etwas
hoher, lagen aber in der gleichen GroBenordnung (2,4 x 10% cfu/ml); Rec-1 und ASGP-
R negative BHK-21-Zellen dagegen konnten mit MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen nicht
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transduziert werden. Damit war erstmals die Generierung von MoMLV-Pseudotypen
gelungen, deren Hiille das Fusionsprotein des Sendai Virus enthilt. Weiterhin ergab
sich, da} diese Pseudotyp-Viren sowohl den ecotropen Rezeptor Rec-1 als auch den

ASGP-R fiir die Aufnahme in Zielzellen nutzen konnen.

3.2.3 Generierung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen mit Hil-
fe einer modifizierten Verpackungszellinie

3.2.3.1 Generierung einer stabil SeV-F exprimierenden Verpackungs-
zellinie

Im néchsten Schritt wurde versucht, die ecotrope Verpackungszellinie PESO1 dahin-
gehend zu modifizieren, dall neben den retroviralen Strukturproteinen zusitzlich das
SeV-F Protein stabil exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurden 5 x 10°> PE501-Zellen
(wie unter 2.3.3.2 beschrieben) mit 3 ug des SeV-F Expressionsplasmids pcDNA3-
F transfiziert. Da pcDNA3-F eine neo”-Expressionskassette enthilt (sieche Abbildung
3.6) kann nach Transfektion eine Selektion auf stabil transfizierte Klone mittels G418-
Selektion erfolgen. Daher wurden die transfizierten Zellen 48 h nach Transfektion in
verschiedenen Konzentrationen in G418-Medium (enthielt 600 pg/ml G418) ausgesiit.
Nach zwei Wochen kontinuierlicher Selektion wurden die auswachsenden Einzelklo-
ne mit Hilfe von Cloning Cylinders (Sigma) geerntet, in die Kavititen von 24 Well-
Platten (Greiner) iiberfiihrt, weiter mit G418 selektioniert und expandiert. Auf diese
Weise wurden 59 Einzelklone gewonnen und vermehrt. Nachdem von jedem Klon ge-
niigend Zellmaterial zur Verfiigung stand, wurden diese auf ihre Fahigkeit zur Bildung
gemischter MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen getestet. Hierzu wurden die Zellen ausgesét
und mit je 3 pg des retroviralen Vektors pLXSN (wie unter 2.3.3.2 beschrieben) unter
Verwendung von Lipofectamine als Transfektionsreagenz transfiziert. Die Gewinnung
des retroviralen Uberstandes und die Aktivierung des SeV-F Proteins erfolgte wie unter
3.2.2 beschrieben. Als Zielzellen fiir die Transduktion dienten HepG2-Zellen, wobei
eine Transduktion mit den Uberstiinden von 6 der 59 Klone moglich war. Die entspre-
chenden Klone waren somit in der Lage, neben den retroviralen Strukturgenen auch
die SeV-F cDNA zu exprimieren und damit funktionelle gemischte MoMLV (SeV-F)-
Pseudotypen zu bilden. Aufgrund der erreichten Titer wurde fiir die weiteren Experi-

mente der Klon Nr. 21 (im folgenden als FE21 bezeichnet) ausgewdhlt.
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3.2.3.2 Generierung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen mit Hilfe der Ver-
packungszellinie FE21

Zunichst wurde tberpriift, ob die mit Hilfe des Verpackungszellklons generierten
MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen dieselbe Spezifitit aufweisen wie Viruspartikel, die
durch Cotransfektion von PE501-Verpackungszellen mit dem retroviralen Vektor
pLXSN und dem SeV-F Expressionsplasmid pcDNA3-F erzeugt wurden (siche Ab-
schnitt 3.2.2). Zusitzlich zur Zellinie HepG2 wurde in den Transduktionsexperimenten
eine weitere ASGP-R-positive humane Hepatom-Zellinie, HuH7 eingesetzt. Die Ge-
nerierung der MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen erfolgte mittels Transfektion von FE21-
Zellen mit einem retroviralen Vektor, wobei zusitzlich zu pLXSN der Vektor pLZ12
eingesetzt wurde. Die Verwendung des Vektors pLZ12, der das Gen der E. coli -
Galactosidase unter Kontrolle des RSV-Promotors enthilt, erlaubte die Kontrolle des
Transduktionserfolges bereits 48 h nach Transduktion mittels histochemischer Fiarbung
auf B-Galactosidase Expression (siche 2.4.4.7.2). Tabelle 3.2 faBt die erhaltenen Er-

gebnisse zusammen.

Tabelle 3.2: Generierung von MoMLV-Pseudotypen mit Hilfe der modifizierten Verpackungszellinie
FE21.

Virus-Titer (10? cfu/ml) auf Zellen®

Retroviral
Vet Detektion NIH3T3 BHK-21  HepG2  HuH7
(A—/E+)  (A—/E-) (A+/E-) (A+/E-)
pLXSN  G418-Selektion 5,0 0,0 4,1 3.9
pLZ12 Xgal-Firbung 3,3 0,0 2,0 n.d.b

“A+: ASGP-R positiv, A—: ASGP-R negativ, E+: Rec-1 positiv, E-: Rec-1 negativ, (Rec-1: ecotroper
Rezeptor)
bn. d.: nicht durchgefiihrt

Wihrend BHK-21-Zellen, die weder den ecotropen Rezeptor (Rec-1) noch den ASGP-
R exprimieren, einer Transduktion nicht zuginglich waren, erfolgte die Rec-1-ver-
mittelte Transduktion von NIH 3T3-Zellen und die ASGP-R vermittelte Transduk-
tion von HepG2- bzw. HuH7-Zellen mit dhnlicher Effizienz (5,0 x 102 cfu/ml und
4,1 x 10 cfu/ml bzw. 3,9 x 10 cfu/ml bei Verwendung von pLXSN als retroviralem
Vektor bzw. 3,3 x 10 ffu/ml und 2,0 x 102 ffu/ml bei Verwendung von pLZ12 als re-

troviralem Vektor). Die geringeren Titer bei Verwendung von pLZ12 diirften in erster
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Linie darauf zuriickzufiihren sein, da3 pLZ12 fast doppelt so grol wie pLXSN ist
(sieche Abbildungen 2.6 und 2.5), zur Transfektion der Verpackungszellinie FE21 aber

gleiche Plasmidmengen (jeweils 3 pg) eingesetzt wurden.

3.2.3.3 Transduktion des Zellinienpaares MDCK/M12 als direkter Nach-
weis der ASGP-R Spezifitat von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen

Zur niheren Charaktersierung der Spezifitit von MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen wur-
den zwei Zellinien herangezogen, die sich nur hinsichtlich der ASGP-R Expression un-
terscheiden. Verwendet wurde das unter 2.3.1 beschriebene Zellinienpaar MDCK/M 12
(Fuhrer et al., 1993). Als retroviraler Vektor wurde pLXSP eingesetzt, der als Reporter-
gen pac enthilt (siehe 3.1.1), da M12-Zellen bereits G418-resistent sind. Zur Generie-
rung der entsprechenden MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen wurden 7,5 x 10° FE21-Zellen
mit 3 ug pLXSP transfiziert (siehe 2.3.3.2). 24 h nach Transfektion erfolgte der Wech-
sel von DMEM + 10 % FCS auf Serum-freies Ultra Culture (Bio Whittaker) als Kul-
turmedium. 12 h spiter wurde der Virus-haltige Zellkulturiiberstand abgenommen und
in der bereits mehrfach beschriebenen Weise mit acetyliertem Trypsin behandelt, mit
Polybrene versetzt und dann zur Transduktion der Zielzellen eingesetzt. Die Bestim-
mung des Titers erfolgte mittels Puromycin-Selektion (siehe 2.4.4.7.1), wobei folgen-
de Puromycin-Konzentrationen® zur Selektion eingesetzt wurden: NIH 3T3: 5 ug/ml,
MDCK: 2 pg/ml, M12: 2 ug/ml. Tabelle 3.3 fallt die erhaltenen Ergebnisse zusammen.

Tabelle 3.3: Transduktion des Zellinienpaares MDCK/M12.

Retroviraler Virus-Titer (102 cfu/ml) auf Zellen?
Vektor NIH 3T3 (A-/E+) MDCK (A—/E-) M12 (A+/E-)
pLXSP 5,5 0,0 7,2

“A+: ASGP-R positiv, A—: ASGP-R negativ, E+: Rec-1 positiv, E-: Rec-1 negativ, (Rec-1: ecotroper
Rezeptor)

Die Transduktion der Miusefibroblasten-Zellinie NIH3T3 diente der Kontrolle
der Retrovirusbildung. Der erreichte Titer (5,5x 10%cfu/ml) liegt in der gleichen

Die notwendigen Konzentration waren zuvor durch Kultivierung nicht-transduzierter Zellen in
Puromycin-Medium (mit Puromycin-Konzentrationen von 1-10 pg/ml) ermittelt worden. Als geeignete
Puromycin-Konzentration fiir Selektionen wurde jeweils diejenige gewihlt, bei der die Zellen erstmals

vollstindig abstarben.
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GroBenordnung wie bei der Verwendung von pLXSN als retroviralem Vektor
(5,0x 102 cfu/ml) und zeigt, daB pLXSP zur Generierung von Retroviren mindestens
genausogut verwendbar ist wie pLXSN. Dagegen war die Rec-1-negative Zellinie
MDCK einer Transduktion nicht zugédnglich. Wurden dagegen die stabil den ASGP-
R exprimierenden (von MDCK-Zellen abgeleiteten) M12-Zellen als Zielzellen ver-
wendet, wurde ein Titer von 7,2 x 10% cfu/ml erreicht. Da sich MDCK- und M12-
Zellen nur in der Expression des ASGP-R unterscheiden, konnte auf diese Weise
ein direkter Nachweis der ASGP-R vermittelten Transduktion durch MoMLV (SeV-
F)-Pseudotypen gefiihrt werden.

3.2.3.4 Etablierung einer stabilen MoMLV(SeV-F)-Pseudotyp Produzen-
tenzellinie

Mit dem retroviralen Vektor pLXSP und der SeV-F exprimierenden Zellinie FE21
standen die Komponenten zur Etablierung einer stabilen MoMLV (SeV]-Pseudotyp-
Produzentenzellinie zur Verfiigung. Im Gegensatz zu dem unter Abschnitt 2.4.4.6 be-
schriebenen Verfahren, erfolgte das Einbringen des rekombinanten retroviralen Ge-
noms nicht durch Transduktion, sondern direkt durch Transfektion. Nach Transfektion
von FE21-Zellen mit dem retroviralen Vektor pLXSP erfolgte eine doppelte Selektion
der transfizierten Zellen sowohl auf Puromycin- als auch auf G418-Resistenz (FE21-
Zellen sind aufgrund der stabilen Transfektion mit pcDNA3-F G418-resistent, siche
Abschnitt 3.2.3.1). Diese Kombination aus Transfektion und Doppelselektion ist eine
leicht abgewandelte Version des Verfahrens nach Wirth et al. (1994) zur Etablierung
stabiler Retrovirus-Produzentenzellinien. Mit den Uberstéinden der 27 erhaltenen dop-
pelt resistenten Klone wurden M12-Zellen transduziert, wobei mit Uberstinden von 6
Klonen eine Transduktion moglich war. Der Klon, mit dessen Uberstand der hochste
Titer auf M12-Zellen erzielt wurde (im folgenden FELP6 genannt), wurde als Produ-
zentenzellinie fiir die folgenden Experimente ausgewihlt. Zunéchst erfolgte die Trans-
duktion von NIH 3T3-, MDCK- und M12-Zellen, um sicherzustellen, daf} die generier-
ten Pseudotypen die gewiinschte Spezifitit aufweisen. Tabelle 3.4 zeigt die erhaltenen
Ergebnisse. Im Vergleich zu den Ergebnissen, die mit Uberstinden von transient mit
pLXSP transfizierten FE21-Zellen erhalten wurden (siehe Tabelle 3.3) zeigt sich, da$3
die gewiinschte Spezifitit erhalten geblieben war, gleichzeitig jedoch um den Faktor 10

hohere Titer erreicht werden konnten.
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Tabelle 3.4: Transduktion der Zellinien NTH 3T3, MDCK und M12 mit Uberstinden der MoMLV (Se V-
F)-Pseudotyp-Produzentenzellinie FELP6.

Retroviraler Virus-Titer (102 cfu/ml) auf Zellen?
Vektor NIH 3T3 (A-/E+) MDCK (A-/E-) M12 (A+/E-)
pLXSP 50 0 73

“A+: ASGP-R positiv, A—: ASGP-R negativ, E+: Rec-1 positiv, E-: Rec-1 negativ, (Rec-1: ecotroper
Rezeptor)

3.2.3.5 Hemmung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotyp-Transduktionen mit
Hilfe eines ASGP-R-Antikérpers

Zur Vervollstindigung der funktionellen Nachweise beziiglich der Spezifitit von
MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-Transduktionen wurde untersucht, ob und inwieweit eine
Hemmung der ASGP-R-vermittelten Transduktionen durch einen spezifischen ASGP-
R-Antikorper!? moglich ist. Zunichst wurde untersucht, ob die Anwesenheit des An-
tikorpers zu einer unspezifischen Hemmung der retroviral vermittelten Transduktion
fiihrt. Zu diesem Zweck erfolgte die Transduktion von NIH 3T3-Zellen mit Uberstin-
den der Produzentenzellinie FELP6 mit und ohne Zusatz des ASGP-R-Antiserums.
In diesem und allen weiteren Inhibitionsexperimenten wurde das Antiserum in einer

Konzentration von 2 mg/ml!!

eingesetzt. Da sich keine Unterschiede in der Transduk-
tionseffizienz ergaben, konnte ein unspezifischer Hemmeffekt ausgeschlossen werden.
Da bei 37 °C mit Protein beladene ASGP-R Molekiile schnell internalisiert werden
und kurze Zeit spiter unbeladen wieder zuriick zur Zelloberfliche gelangen (Schwartz
et al., 1982), wurden die eigentlichen Inhibitionsexperimente bei 4 °C durchgefiihrt.
Vor der Transduktion wurden die Zellen fiir 30 min bei 4 °C mit dem ASGP-R Anti-
korper vorinkubiert, anschlieBend erfolgte die Transduktion in An- und Abwesenheit
des Antikorpers fiir 1 h bei 4 °C. Tabelle 3.5 faflt die erhaltenen Ergebnisse zusammen.
Es ergab sich, daf} bei 4 °C eine Transduktion von NIH 3T3-Zellen iiber den ecotro-
pen Rezeptor iiberhaupt nicht moglich war. Dagegen verlief die ASGP-R vermittelte
Transduktion von M12-Zellen erfolgreich, allerdings mit geringerer Effizienz als bei

37 °C (22 x 107 cfu/ml bei 4 °C im Vergleich zu 73 x 102 cfu/ml bei 37 °C). Die Anwe-

10polyklonales ASGP-R Antiserum wurde freundlicherweise von G. Ashwell zur Verfiigung gestellt.

Djese Konzentration bezieht sich auf die Gesamtproteinmenge im Antiserum, nicht auf den Antikor-

per selbst.
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Tabelle 3.5: Hemmung der MoMLV(SeV-F)-Pseudotyp-Transduktionen mit Hilfe eines ASGP-R-An-
tikorpers

Virus-Titer (10? cfu/ml) auf Zellen?

ASGP-R Antikorper

NIH 3T3 (A—/E+) M12 (A+/E-)
- 0 22
+ 0 4

“A+: ASGP-R positiv, A—: ASGP-R negativ, E+: Rec-1 positiv, E-: Rec-1 negativ, (Rec-1: ecotroper
Rezeptor)

senheit des Antikorpers fiihrte zu einer Hemmung der Transduktion von M12-Zellen,
wobei das AusmaB der Hemmung mehr als 80 % betrug (4 x 10? cfu/ml mit Antikor-
per im Vergleich zu 22 x 10? cfu/ml ohne Antikdrper). Die spezifische Hemmung des
ASGP-R fiihrt also zu einer spezifischen Hemmung von MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-
Transduktionen, was als zusitzlicher Nachweis der in vorangegangenen funktionellen

Nachweisen beobachteten ASGP-R Spezifitit zu werten ist.

3.3 Nachweis der SeV-F Expression in retrovira-
len Verpackungs- und Produzentenzellen

Zusitzlich zu den in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen funktionellen
Nachweisen der Bildung von MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen wurde die Verpackungs-
zellinie FE21 sowie die Produzentenzellinie FELP6 beziiglich der Expression von
SeV-F charakterisiert. Hierbei wurde sowohl die Transkriptionsebene (mittels RT-PCR)
als auch die Proteinebene (mittels Western-Blotting) in die Charakterisierung einbezo-

gen.

3.3.1 Nachweis von SeV-F auf Transkriptionsebene: RT-PCR

Zunichst erfolgte nach der unter 2.2.12 beschriebenen Methode die Isolierung der
Gesamt-RNA. Nach der spektrometrischen Konzentrationsbestimmung (siehe 2.2.13)
wurden die Proben auf die gleiche Konzentration eingestellt. Danach erfolgte unter

Verwendung von je 2 ug Gesamt-RNA pro Ansatz die reverse Transkription (siehe
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2.2.14.2). Je 9 ul der RT-Ansitze wurden in einem Gesamtvolumen von 100 pl je An-
satz unter Verwendung von 1,5mM MgCl, und Losung Q (Qiagen) als Spezifitits-
verstiarker zur Amplifikation der erzeugten cDNA eingesetzt (siehe 2.2.14.3). Als Pri-
mer fiir die Amplifikation eines 619 bp groflen SeV-F cDNA-Fragments wurden unter
Verwendung der publizierten Sequenz fiir SeV-F (Sequenz ID PAMSNDFP, Daten-
bank der European Molecular Biology Laboratories, EMBL, Heidelberg) mit Hilfe
des HUSAR-Programmes PRIMER (siche 2.2.14.1) folgende Primer'? ausgewihlt:
,Jforward* Primer:

5" TTGTGTTGAGTCCAGATTGACC 3’

,reverse Primer:

5’ ATATGTGTCCCTCGGTATACGG 3’

In Kontrollansitzen wurde ein 215 bp groBes Fragment der Maus-Histon 3.3a cDNA
(Sequenz ID MMZ857050, Datenbank der European Molecular Biology Laboratories,
EMBL, Heidelberg) amplifiziert, wobei folgende Primer verwendet wurden:
,Jforward* Primer:

57 CCACTGAACTTCTGATCCGC 3’

,reverse Primer:

5’ GCGTGCTAGCTGGATATCTT 3’

Histon 3.3a zur Kontrollamplifikation wurde gewihlt, da es eine starke und sehr kon-
stante Expression aufweist. Die Amplifikation des SeV-F cDNA-Fragments erfolgte
in 44 Zyklen, die des Maus-Histon 3.3a cDNA-Fragments in 26 Zyklen mit den un-
ter 2.2.14.3 angegebenen Parametern. Aliquots der Amplifikationsansidtze wurden im
1,5 % Agarosegel aufgetrennt. Weiterhin wurden die SeV-F cDNA Amplifikationspro-
dukte einer Restriktionsanalyse unterzogen und die so erzeugten Fragmente im 3,5 %
Agarosegel (New Sieve, FMC BioProducts) aufgetrennt. Fiir den Verdau mit Haelll
wurden bei vorangegangener spezifischer Amplifikation zwei Fragmente der Grofe
418 bp und 201 bp erwartet, bei Verdau mit Munl sollten zwei Fragmente der Gro-
e 354 bp und 265 bp entstehen. Abbildung 3.17 zeigt die erhaltenen Ergebnisse. Die
Amplifikation mit den SeV-F spezifischen Primern ergab das erwartete 619 bp grof3e
Amplifikationsprodukt, das in den durchgefiihrten Restriktionsverdau-Ansitzen die er-
warteten Fragmente ergab. Da in den Amplifikationen ohne vorangegangene reverse
Transkription kein Signal auftrat (d. h. die eingesetzte Gesamt-RNA frei von DNA-

Kontaminationen war), konnte somit die SeV-F Expression auf RNA-Ebene eindeu-

12Die Synthese der Primer erfolgte durch die Firma Life Technologies.
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A. B.

12 3 4 567 8 9 1234567 8910111213

619 bp == = 619 bp

418bp =
P — 354bp

= 265 bp

SeV-F
619 bp —>
Histon 3.3a

2150p =P

201 bp =

Abbildung 3.17: Nachweis der SeV-F Expression in FE21- und FELP6-Zellen mittels RT-PCR. A.
Spuren 1-3: Reverse Transkription und Amplifikation der SeV-F cDNA ausgehend von Gesamt-RNA.
1,FE21; 2,PES01; 3 FELP6; 4, Leerspur; 5, 100 bp DNA-Leiter; 6, Leerspur; Spuren 7-9: Amplifika-
tion ohne vorangegangene reverse Transkription: 7, FE21; 8, PE5S01; 9, FELP6. Die Amplifikationen
ohne vorangegangene reverse Transkription wurden durchgefiihrt, um die Gesamt-RNA auf eventuelle
Verunreinigungen mit DNA zu iiberpriifen. Die in allen Spuren gleichzeitig aufgetragenen (aber se-
parat amplifizierten) Histon 3.3a-Ansitze dienten zum einen als Ladekontrolle, zum anderen lieferten
sie einen Anhaltspunkt fiir die Stirke der SeV-F Expression. B. Restriktionsverdau-Ansitze zur Cha-
rakterisierung des amplifizierten SeV-F cDNA-Fragments. 1, FE21 unverdaut; 2, FE21 Haelll-verdaut;
3, PE501 unverdaut; 4, PESO1 Haelll-verdaut; 5, FELP6 unverdaut; 6, FELP6 Haelll-verdaut; 7, FE21
unverdaut; 8, FE21 Munl-verdaut; 9, PESO1 unverdaut; 10, PESO1 Munl-verdaut; 11, FELP6 unverdaut;
12, FELP6 Munl-verdaut; 13, 100 bp DNA-Leiter.

tig nachgewiesen werden. Interessant beziiglich der Expressionsstirke ist in diesem
Zusammenhang ein Vergleich mit den Histon 3.3a-Amplifikationsanséitzen. Bei dem
in Abbildung 3.17A gezeigten Gel waren die Auftragsmengen so gewihlt worden,
daB sich ungeféihr gleiche Mengen des SeV-F cDNA-Fragments und des Histon 3.3a
cDNA-Fragments in den entsprechenden Spuren befinden (die schwichere Firbung
des kiirzeren Histon 3.3a Amplifikationsprodukts ist auf die GroBBenabhéngigkeit der
Ethidiumbromid-Férbung zuriickzufiihren). Die Tatsache, dafl im Falle des SeV-F Am-
plifikationsprodukts 44 Zyklen, im Falle des Histon 3.3a Amplifikationsprodukts aber
lediglich 26 Zyklen benétigt wurden, um &dquivalente Signale zu erhalten, zeigt, daf3
SeV-F im Vergleich zu Histon 3.3a in den untersuchten Zellinien FE21 und FELP6

sehr viel schwicher exprimiert wird.
3.3.2 Nachweis von SeV-F auf Proteinebene: Western Blot-
ting

Der Nachweis des SeV-F Proteins gestaltete sich unerwartet schwierig, wobei sich im

Laufe der Experimente mehrere Faktoren als problematisch erwiesen:
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* Die geringen SeV-F Proteinmengen, die sich bereits im mittels RT-PCR nachge-

wiesenen niedrigen SeV-F Expressionsniveau angedeutet hatten (siehe 3.3.1).

e Der zur Detektion des SeV-F Proteins zur Verfiigung stehende Antikorper

mAKk 48-F erwies sich als relativ unempfindlich.

* Auch der Einsatz groBer Proteinmengen (bis zu 150 ug pro Spur) reichte fiir eine

konventionelle Detektion nicht aus.

3.3.2.1 Konventioneller Western Blot

Zunichst wurde mittels konventionellem Western Blotting (wie in den Abschnitten
2.5.5 bis 2.5.6.2 beschrieben) versucht, das SeV-F Protein in SeV-F exprimierenden
Zellen zu detektieren. Dabei wurden zum einen Proteinproben, die nach verschiede-
nen Verfahren gewonnen wurden (siehe 2.5.1), zum anderen unterschiedliche Prote-
inmengen eingesetzt (10-150 ug Protein je Spur). Es konnte jedoch unabhéngig von
Aufarbeitungsmethode und eingesetzter Proteinmenge nur bei Proben, die aus SeV-
Wildtypvirus infizierten Zellen gewonnen worden waren (bei denen also eine starke
SeV-F Expression vorlag), das SeV-F Protein detektiert werden. Auch die Variation
der eingesetzten Mengen an primidrem und sekundédrem Antikorper sowie der Inkuba-

tionszeiten ergaben keine entscheidende Verbesserung der Empfindlichkeit.

3.3.2.2 Erhohung der Empfindlichkeit durch vorgeschaltete Immunpra-
zipitation und Deglycosylierung

Da im konventionellen Western Blot eine eindeutige Detektion des SeV-F Proteins
nicht moglich war, wurde versucht, die Empfindlichkeit durch Immunprizipitation
und Deglycosylierung zu erhohen. Wihrend die Immunprizipitation der Aufkonzen-
trierung des zu detektierenden Proteins dient, werden durch die Deglycosilierung al-
le Varianten eines Glycoproteines durch Abbau der Zuckerseitenketten auf die nicht-
glycosylierte Form zuriickgesetzt (Vereinheitlichung des zu detektierenden Signals).
Hierzu wurde mit Zellaufschliissen der Zellinien FE21 und PE501 (als Negativkontrol-
le) sowie SeV-infizierten PE5S01-Zellen (als Positivkontrolle) wie unter 2.5.3 beschrie-
ben eine Immunprézipitation unter Verwendung des Antikorpers mAk 48-F durchge-

fiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Deglycosylierung der Ansitze mit PNGase F (siehe
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2.5.4). Nach der elektrophoretischen Auftrennung (siehe 2.5.5) der Proben und dem
Transfer der Proteine auf PVDF-Membran (siehe 2.5.6.1) erfolgte die eigentliche De-
tektion wie unter 2.5.6.2 beschrieben. Als primérer Antikorper wurde hierbei mAk 48-
Fin einer 1 : 20 Verdiinnung eingesetzt, als sekundérer Antikorper diente ein mit Meer-
rettich-Peroxidase konjugierter anti-Maus Antikorper (Amersham) in einer 1:4000

Verdiinnung. Abbildung 3.18 zeigt das erhaltene Ergebnis. Im Vergleich zu SeV-infi-

1 2 3 4
75 kDa —p

? <4— SeV-F,
(deglycosyliert)

—
50kDa —p B emm— |
e G S — MAK48F

(schwere Kette)

Abbildung 3.18: Nachweis der SeV-F Expression mittels Western Blotting. Spur 1: Protein-
Molekulargewichtsstandard (Rainbow-Marker, Amersham); Spur 2: PE501, infiziert mit SeV (Positiv-
kontrolle); Spur 3: FE21; Spur 4: PES01 (Negativkontrolle). Da sowohl bei der Immunprizipitation als
auch beim Western Blotting derselbe Antikorper verwendet wurde (mAk 48-F), wird in allen Spuren die

schwere Kette dieses Antikorpers detektiert.

zierten Zellen (Spur 2) war das SeV-Fy Signal, das man fiir die stabil mit pcDNA3-F
transfizierten FE21-Zellen erhielt, sehr viel schwicher jedoch eindeutig vorhanden,
wihrend bei der Ausgangszellinie kein Signal auftrat. Damit war der Nachweis von
SeV-F auch auf der Proteinebene gelungen. Dieses Ergebnis korrespondiert mit dem
der RT-PCR (siehe 3.3.1); hier konnte ebenfalls eine — wenn auch niedrige — SeV-F Ex-

pression detektiert werden.

3.4 Optimierung der SeV-F/ASGP-R vermittelten
Transduktion

Bei der Optimierung wurde zum einen versucht, die Expression des SeV-F Proteins
in retroviralen Verpackungszellen zu erhthen, zum anderen wurde der Versuch unter-

nommen, die Ansteuerung des ASGP-R als Zielzellrezeptor zu verbessern.
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3.4.1 Generierung einer stabilen ecotropen Retrovirus-Pro-
duzentenzellinie

Um bei der Optimierung der SeV-F Expression auf ein System mit konstanter und
verlidBlicher Retrovirus-Produktion zuriickgreifen zu konnen, wurde zunéchst eine sta-
bile Retrovirus-Produzentenzellinie etabliert. Dies erfolgte nach dem unter 2.4.4.6
beschriebenen Verfahren. Zunéchst wurde durch Transfektion der amphotropen Ver-
packungszellinie PA317 mit dem retroviralen Vektor pLZ12 ein transienter Retrovirus-
Produzent erzeugt, mit dessen Uberstand ecotrope PE501-Verpackungszellen trans-
duziert wurden. Die nach der Transduktion mittels G418-Selektion erhaltenen Klone
wurden expandiert und zunichst auf ihre Fihigkeit zur Expression der 3-Galactosidase
iiberpriift. Mit den Uberstinden einiger exemplarisch ausgewihlter Klone wurden zu-
sitzlich NIH 3T3-Zellen transduziert. Hierbei ergab sich ein direkter Zusammenhang
zwischen der Expression der 3-Galactosidase in den Produzenten-Zellklonen und den
auf den Rezipientenzellen erreichten Titern. Darauthin wurde der Zellklon mit der

13 hochmals einer G418-Selektion unterworfen

stiarksten B-Galactosidase Expression
und die erhaltenen Subklone erneut auf ihre Fihigkeit zur Expression der B-Galac-
tosidase iiberpriift. Mit Uberstinden des Klons mit der stirksten Expression (im fol-
genden als PELZ16/5 bezeichnet) wurden auf NIH 3T3-Zellen Titer im Bereich von
1-5 x 10° ffu/ml erreicht. Hierbei blieb die Fihigkeit zur Retrovirus-Produktion iiber
mehr als 25 Zellpassagen uneingeschrinkt erhalten. Die generierte Zellinie PELZ16/5

stellte somit den gewiinschten stabilen Retrovirus-Produzenten dar.

3.4.2 Versuche zur Erhéhung der Pseudotyp-Titer durch
Steigerung der SeV-F Expression

3.4.2.1 Expression des SeV-F Proteins mit Wildtyp-Signalsequenz

Wie bereits in Abschnitt 3.1.2.4 dargestellt, wies die zur Verfiigung stehende SeV-F
cDNA (abgeleitet vom SeV-F Gen des SeV-Stammes Fushimi) im Bereich der Signal-

sequenz eine —sich auch auf Proteinebene auswirkende — Punktmutation auf. Da nicht

3Mit starker Expression ist in diesem Zusammenhang in erster Linie gemeint, daB moglichst viele
Zellen einer G418-resistenten, klonalen Population beim histochemischen Nachweis der B-Galctosidase

eine positive Reaktion zeigen.
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ausgeschlossen werden konnte, daf sich die Verdnderung im Signalpeptid negativ auf
die Expression und/oder auf den Transport des F-Proteins zur Zelloberfliche auswirkt,
wurde diese Punktmutation wieder riickgéngig gemacht (siehe 3.1.2.4). Das auf diese
Weise erhaltene SeV-F Expressionsplasmid pcFwtPUR wurde sowohl fiir transiente
als auch stabile Transfektionen der Retrovirus-Produzentenzellinie PELZ16/5 einge-
setzt. Allerdings gelang es mit diesen Ansétzen nicht, funktionelle MoMLV (SeV-F)-
Pseudotypen zu generieren, d.h. es konnte kein retroviraler Uberstand erzeugt wer-
den, mit dem eine Transduktion ASGP-R positiver Zellinien moglich war. Da jedoch
eine Transduktion Rec-1-positiver NIH 3T3-Zellen moglich war, konnte ein Verlust
der Fahigkeit zur Bildung von Retroviren nach Transfektion des Expressionsplasmids

ausgeschlossen werden.

3.4.2.2 Steigerung der SeV-F Expression durch Erh6hung der Transkript-
menge und Stabilisierung des gebildeten Transkripts

In einem weiteren Ansatz wurde versucht, die SeV-F Expression durch Erhdhung der
Transkriptmenge und durch Stabilisierung des gebildeten Transkripts zu steigern. Als
SeV-F Expressionskonstrukte wurden hierbei die Expressionsplasmide pl.18-F und
pUC29-1F-Zeo (Fischer, 1998) eingesetzt. Diese Vektoren enthalten das Intron A des
hCMYV (Stamm Towne), das Enhancer-Bindungstellen enthilt und die gebildete mRNA
stabilisieren soll (Chapman et al., 1991). In Abbildung 3.4.2.2 sind die verwendeten

Konstrukte schematisch dargestellt.

Die transiente Transfektion von PELZ16/5 Retrovirus-Produzentenzellen mit pl.18-F
fiihrte jedoch nicht zur Bildung funktioneller MOMLV (SeV-F)-Pseudotypen. Um man-
gelnde Transfektionseffizienz als Ursache auszuschlieBen, wurden zusitzlich Phoenix-
Eco Verpackungszellen (die von der sehr gut transfizierbaren humanen Zellinie 293
abgeleitet sind, siehe Abschnitt 2.4.4.4) mit dem retroviralen Vektor pLXSN bzw.
pLZ12 und dem SeV-F Expressionsplasmid pl.18-F cotransfiziert und der so erzeug-
te retrovirale Uberstand zur Transduktion Rec-1-negativer, ASGP-R exprimierender
Zellen (HepG2 bzw.M12) verwendet. Auch in diesem Fall war eine Transduktion
nicht moglich, so dal mangelnde Transfektionseffizienz als Ursache fiir die fehlen-
de MoMLV(SeV-F)-Pseudotypbildung ausgeschlossen werden konnte. Parallel zu den

transienten Transfektionsexperimenten wurden PELZ16/5 und Phoenix-Eco stabil mit
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Abbildung 3.19: Aufbau der Plasmide pl.18-F und pUC29-IF-zeo. Beide Plasmide enthalten zur Stei-
gerung der SeV-F Expression das Intron A. pUC29-IF-zeo enthilt zusétzlich noch eine Zeocin-Resistenz
Expressionskassette, die eine Etablierung stabiler Klone nach Transfektion des Plasmids mittels Zeocin-

Selektion erlaubt.

pUC29-1F-zeo transfiziert.'* Auf diese Weise konnten Klone von beiden Zellinien ge-
wonnen werden, bei denen mittels RT-PCR (analog der in Abschnitt 3.3.1 beschriebe-
nen Vorgehensweise) ein Nachweis der SeV-F mRNA moglich war. Allerdings verlief
auch bei diesen Zellen der funktionelle Nachweis durch Transduktion ASGP-R expri-
mierender Zellinien negativ. Um auszuschlieen, dal im Falle der von Phoenix-Zellen
abgeleiteten Klone im funktionellen Nachweis eine mogliche terminale Glycosylie-
rung des SeV-F Proteins mit Sialinsdure die Erkennung durch den ASGP-R verhindert,
wurden Virusiiberstidnde, die nach Transfektion der Klone mit pLXSN oder pLZ12 ge-
wonnen wurden, vor der Transduktion der Zielzellen mit Vibrio cholerae Neuraminida-
se behandelt. Hierbei wurden die Virusiiberstinde mit Enzymaktivitdten von 1-20 mU
fiir 30—60 min bei 37 °C vor der Transduktion inkubiert. Allerdings scheiterte auch mit
diesen vorbehandelten Virusiiberstinden der Versuch, ASGP-R exprimierende Zellen

zu transduzieren.

3.4.2.3 Verwendung eines Tetracyclin-regulierbaren SeV-F Expressions-
systems

Da aufgrund der bis zu diesem Zeitpunkt vorliegenden Ergebnisse die Wahrschein-

lichkeit bestand, daf3 eine starke, konstitutive SeV-F Expression cytotoxisch ist, wurde

14Zur Selektion nach Transfektion wurden 200 pg/ml Zeocin (Invitrogen) eingesetzt
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ein System etabliert, bei der die SeV-F Expression reguliert werden kann. Zu die-
sem Zweck wurden zunédchst— wie in Abschnitt 3.1.2.5 beschrieben —die notwendigen
Plasmidkonstrukte generiert. Der nichste Schritt bestand nun in der Etablierung retro-
viraler Produzentenzellinien, die stabil tTA oder rtTa exprimieren und das gewiinschte
Regulationsverhalten zeigen. Zu diesem Zweck wurden PELZ16/5-Zellen mit pTet-
Off/P bzw. mit pTet-On/P stabil transfiziert. Die erhaltenen Klone wurden expandiert
und sowohl in An- als auch Abwesenheit von Doxycyclin kultiviert, mit ptetO-SEAP
bzw. ptI-SEAP transfiziert (mit Hilfe von Lipofectamine, siehe 2.3.3.2) und auf ihre
Fihigkeit zur SEAP-Expression iiberpriift (siehe 2.3.4).!> Als Positiv- bzw. Negativ-
kontrolle wurden Uberstinde pPCMV-SEAP- bzw. p0-SEAP-transfizierter PELZ16/5--
Zellen im SEAP-Nachweis eingesetzt. Tabelle 3.6 gibt eine exemplarische Aufstel-

lung der erhaltenen Ergebnisse wieder. An den gezeigten Beispielen wird deutlich, daf3

Tabelle 3.6: SEAP-Expression in Tetracyclin-regulierbaren PELZ16/5-Klonen.

SEAP-Expression (rlu)®

Klon Doxycyclin (-) Doxycyclin (+)? Induktion
On 26 0,468 43,116 92,1x
On 28 0,152 1,559 10,3x
On 39 0,158 0,227 1,4x
Off 19 3,808 0,462 8,2%
Off 21 57,452 1,101 52,2%
Off 38 40,412 0,120 336,8x
PELZ16/5 x pCMV-SEAP 26,990 - -
PELZ16/5 x pO0-SEAP 0,003 - -

“verwendetes Expressionsplasmid: ptetO-SEAP
beingesetzte Doxycyclin-Konzentration: 1 pg/ml

“Vorversuche hatten ergeben, da3 Doxycyclin die konstitutive SEAP-Expression nicht beeinfluft

mit Hilfe der Tetracyclin-induzierten Expression die Expressionsstirke im Vergleich
zur konstitutiven Expression unter Kontrolle des CMV-Promotors verdoppelt werden
kann (Klon Off 21). Allerdings weist dieser Klon auch im abgeschalteten Zustand ei-
ne deutliche SEAP-Expression auf. Dagegen zeigt Klon Off 38 ein erheblich besseres

SDie Inkubation mit 1 ug/l Doxycylin wurde 48 h vor Transfektion begonnen. Die Transfektion selbst
erfolgte in Abwesenheit von Doxycyclin; die Inkubation mit Doxycylin wurde mit dem ersten Medium-

wechsel nach Transfektion wieder aufgenommen.
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Regulationsverhalten. Im abgeschalteten Zustand weist dieser Klon eine fast zehnfach
geringere Expression als Klon Off 21 auf, wihrend im aktivierten Zustand die Expres-
sionsstiarke von pCMV-SEAP um fast 50 % iibertroffen wird. Der Vergleich von On-
und Off-Klonen zeigt, daB3 im vorliegenden Fall das Tet-Off System sowohl beziig-
lich Expressionsstirke als auch Regulierbarkeit dem Tet-On System {iiberlegen ist. Die
Klone mit dem besten Regulationsverhalten wurden im nichsten Schritt mit ptetO-IF
und dem Selektionsplasmid pTK-Hyg cotransfiziert, wobei ein Verhiltnis von Expres-
sions- zu Selektonsplasmid von 1 : 20 gewiéhlt wurde. Nach Selektion auf Hygromycin-
Resistenz (mit 200 pg/ml Hygromycin) und Expansion der Klone wurden diese nach
Gewinnung genomischer DNA zunichst mittels PCR auf die Anwesenheit der SeV-F
cDNA iiberpriift. Positive Klone wurden dann durch An- bzw. Abwesenheit von Doxy-
cyclin zur SeV-F Expression stimuliert, dann wurde eine RNA-Isolierung durchgefiihrt
und mittels RT-PCR die SeV-F Expression untersucht. Hierbei zeigte sich, daf} bei allen
Klonen, bei denen mittels PCR die SeV-F cDNA nachgewiesen werden konnte, nach
Stimulation auch ein SeV-F Transkript mittels RT-PCR nachgewiesen werden konnte.
Allerdings war keiner der erhaltenen Klone in der Lage, viralen Uberstand zu generie-
ren, der funktionelle MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen enthielt. Funktionelle Nachweise
diesbeziiglich verliefen negativ. Ebenso konnte mittels Western-Blotting kein Nach-

weis von SeV-F auf Proteinebene gefiihrt werden.

3.4.2.4 Expression von SeV-F mit Hilfe rekombinanter Vaccinia Viren

Bei den Versuchen ein hohes SeV-F Exprssionsniveau in Retrovirus-Produzentenzel-
len zu erreichen, wurde auch auf das Vaccinia Expressionssystem (siehe Abschnitt
2.4.3.1) zuriickgegriffen. Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Ansétzen handelt
es sich hierbei um ein virales Expressionssystem. Da mit replikationskompetentem
rekombinantem Virus geabeitet wird, sollte prinzipiell eine starke Expression des in-

teressierenden Gens moglich sein.

3.4.2.4.1 SeV-F Expression mit Hilfe von vTF7-3 und pTM1-F

Die Infektion mit vTF7-3 und die anschlieBende Transfektion mit pTM1-F erfolgte
wie unter Abschnitt 2.4.3.1 beschrieben. 18 h nach Transfektion wurde der Virusiiber-

stand zur Transduktion der entsprechenden Zielzellen eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt
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war in den PELZ16/5-Kulturen bereits eine deutliche Schidigung der Zellen sichtbar.
Die Transduktion von NIH 3T3-Zellen ergab dariiberhinaus einen stark reduzierten Ti-
ter im Vergleich zu Uberstinden nicht-infizierter PELZ16/5-Zellen, eine Transduktion
ASGP-R exprimierender Zellinien war nicht moglich. Aufgrund der stark reduzierten

Retrovirus-Titer wurde dieser Ansatz daher nicht weiter verolgt.

3.4.2.4.2 SeV-F Expression mit Hilfe von rVV-F

Da sich die Verwendung des Vaccinia Systems vIF7-3/pTMI1-F als ungiinstig fiir die
Retrovirus-Bildung erwiesen hatte, wurde in einem alternativen Ansatz ein rekombi-
nantes Vaccinia Virus eingesetzt, das die SeV-F cDNA in exprimierbarer Form direkt
im rekombinanten Virus-Genom enthilt. In diesem Falle ist also nach der V V-Infektion
der Zielzellen eine zusitzliche Transfektion mit einem Expressionsplasmid nicht mehr
notwendig, was fiir die Zielzellen ein schonenderes Verfahren darstellt. PELZ16/5
Retrovirus-Produzentenzellen wurden in der in Abschnitt 2.4.3.1 beschriebenen Wei-
se mit rVV-F infiziert, wobei eine moi von 5 eingesetzt wurde. 18 h nach Infektion
mit rVV-F wurde der Zellkulturiiberstand zur Transduktion der entsprechenden Zel-
linie eingesetzt. Die Transduktion von NIH 3T3-Zellen ergab, daf} die Infektion mit
rVV-F weniger beeintriachtigend war als die Verwendung des Systems vTF7-3/pTM1-
F. Eine Transduktion von ASGP-R positiven HepG2- und HuH7-Zellen war jedoch
nicht moglich. Zusitzlich wurden Lysate rVV-F infizierter PELZ16/5-Zellen herge-
stellt und mittels Western Blotting auf SeV-F Expression untersucht. Es konnte jedoch
keine SeV-F Expression nachgewiesen werden, was wiederum mit den Ergebnissen

der Transduktionsexperimente {ibereinstimmte.

3.4.3 Aktivierung des SeV-F Proteins durch Acetyl-Trypsin
vermittelte Spaltung

Ausgehend von der Annahme, dal3 bei den generierten MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-
partikeln das SeV-F Protein sowohl fiir die Bindung an den ASGP-R als auch fiir die
Fusion von viraler und zelluldrer Membran benétigt wird, wurden erzeugte Virusiiber-
stinde gewohnlich mit acetyliertem Trypsin (siehe 2.4.1.2) behandelt, um fusionsakti-
ves SeV-F Protein zu erhalten. Es stellte sich jedoch heraus, daf3 solch eine Aktivierung

fiir eine erfolgreiche MoMLV (SeV-F)-Pseudotyptransduktion nicht notwendig ist. Im
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Vergleich von Trypsin-behandeltem zu unbehandeltem Virusiiberstand ergaben sich
keine Unterschiede beziiglich der Transduktionseffizienz, so daf auf eine Aktivierung
mittels acetyliertem Trypsin im weiteren Verlauf der Experimente verzichtet werden

konnte (siehe auch S. 148 im Kapitel Diskussion).

3.4.4 Verbesserte Ansteuerung des ASGP-R

Neben der ausreichenden Expression des SeV-F Proteins stellt die Zugénglichkeit des
ASGP-R als angesteuerter Rezeptor den zweiten wichtigen Faktor hinsichtlich der er-
reichbaren Titer dar. In diesem Zusammenhang ist die Tatsache interessant, daf} der
ASGP-R iiberwiegend im basolateralen Teil der Zellmembran lokalisiert ist (Bartles
et al., 1987; Wessels et al., 1989). Bei einer konventionellen Transduktion, bei der
die zu transduzierenden Zellen mit dem Virusmedium iiberschichtet werden, ist da-
her—im Falle des ASGP-R als angesteuertem Rezeptor —ein Grof3teil der Rezeptor-
molekiile fiir eine Transduktion nicht zuginglich. Daher wurde mittels sogenannter
DurchfluSitransduktionen (Chuck & Palsson, 1996; siehe Abbildung 3.20) versucht,
eine verbesserte Ansteuerung des ASGP-R zu erreichen und damit hohere Titer zu
erzielen. Hierzu wurden HepG2-Zellen auf Kollagen-beschichteten Membranen mit
0,4 um Porenweite (Transwell-Col, Costar) ausgesit und 48 h spéter mit (nach Trans-
fektion der Verpackungszellinie FE21 mit dem retroviralen Vektor pLZ12 gewonne-
nem) Virusiiberstand in der in Abbildung 3.20 dargestellten Weise transduziert. Pa-
rallel erfolgte mit demselben Virusiiberstand eine konventionelle Transduktion von
HepG2-Zellen. Da eine Durchflutransduktion bereits unabhingig von der Lokalisa-
tion der Rezeptormolekiile zu einem Anstieg des Titers fiihrt, wurden zum Vergleich
NIH 3T3-Zellen transduziert, bei denen die Transduktion iiber den gleichmifig in der
Zellmembran verteilten ecotropen Rezeptor (Rec-1) erfolgt. Ob und inwieweit eine
DurchfluSitransduktion zu unspezifischen Transduktionsereignissen fiihrt, wurde an-
hand der Transduktion von BHK-21-Zellen tiberpriift. Tabelle 3.7 faft die erhaltenen
Ergebnisse zusammen. Bei NIH 3T3-Zellen fiihrte die Durchflultransduktion zu einem
knapp vierfachen Anstieg des Titers im Vergleich zur konventionellen Transduktion
(12,8 x 10 ffu/ml zu 3,3 x 10? ffu/ml). Dagegen ergaben Durchfluftransduktionen von
HepG2-Zellen einen fast neunfachen Anstieg des Titers gegeniiber der konventionel-
len Transduktion (17,8 x 102 ffu/ml zu 2,0 x 102 ffu/ml). Der stirkere Anstieg im Ver-

gleich zu den NIH 3T3-Transduktionen 1da6t somit auf eine verbesserte Zuginglichkeit
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A.
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Abbildung 3.20: Schematischer Vergleich von konventioneller (statischer) Transduktion und Durch-
fluBtransduktion. A. Konventionelle Transduktion: Die zu transduzierenden Zellen sind mit dem virus-
haltigen Medium iiberschichtet. Nur Viruspartikel, die infolge der Brown’schen Molekularbewegung
die Oberfliche der Zellen erreichen, konnen diese auch transduzieren. Ein groeres Volumen an Virus-
medium fiihrt daher nicht zu einer entsprechend gréferen Zahl an transduzierten Zellen, sondern nur
zu einem gerinfiigigen Anstieg des Titers. B. Durchflufltransduktion: Die zu transduzierenden Zellen
wachsen auf einer durchlissigen Kollagen-beschichteten Membran. Nach Uberschichtung mit dem Vi-
rusmedium flieBt dieses solange durch die Poren der Membran, bis der Fliissigkeitsspiegel im inneren
und dufleren Gefil die gleiche Hohe erreicht. Durch Umpipettieren der Fliissigkeit aus dem dufleren in
das innere Gefdll wird der Durchflul des Virusmediums erneut in Gang gesetzt. Auf diese Weise errei-
chen praktisch alle im Medium enthaltenen Viruspartikel die gesamte Oberflidche der Zellen. Abbildung
nach Chuck & Palsson (1996).

Tabelle 3.7: Durchflutransduktionen zur verbesserten Ansteuerung des ASGP-R.

Virus-Titer (102 ffu/ml) auf Zellen®

Transdukti
AnSAUROn T NIH3T3 (A/E+)  BHK-21 (A=/E-)  HepG2 (A+/E-)
statisch 3,3 0,0 2,0
Durchflu3 12,8 0,0 17,5

“A+: ASGP-R positiv, A—: ASGP-R negativ, E+: Rec-1 positiv, E-: Rec-1 negativ (Rec-1: ecotroper
Rezeptor)

des basolateral lokalisierten ASGP-R schlieen. Die fehlende Transduktion von BHK-
21 —unabhiéngig von der gewihlten Methode —ergab, dal} eine Rezeptor-unabhingige
Transduktion als Ursache fiir einen beobachteten Titeranstieg ausgeschlossen werden

kann.



Kapitel 4
Diskussion

Mit dem Einsatz molekularbiologischer Techniken ertffnen sich vielfiltige Moglich-
keiten zur gezielten Verdnderung des Tropismus viraler Gentransfer-Systeme. In die-
sem Zusammenhang ist das —in der Natur vorkommende — Phdnomen des Einbaus he-
terologer Virushiillproteine in die Hiille verwandter und nicht-verwandter Viren von
grofBem Interesse. Bis vor kurzem lagen keine Daten vor, ob und inwieweit eine Pseu-
dotypisierung von MoMLV mit Hiillproteinen der Paramyxoviren moglich ist. Aller-
dings ergaben sich aus friiheren Beobachtungen indirekte Hinweise fiir diese Moglich-
keit: So ist einerseits die Pseudotypbildung ausgehend von VSV und den Parainflu-
enzaviren SeV bzw. SV5 nachgewiesen (Choppin & Compans, 1970; Kimura, 1973),
andererseits wurde die Bildung von Pseudotypen in MoMLV produzierenden Zellen
beobachtet, die zusitzlich mit VSV infiziert worden waren (Witte & Baltimore, 1977,
Zavada, 1982).

Diese Beobachtungen dienten als Ausgangspunkt fiir den Ansatz, MoMLV(SeV)-Pseu-
dotypen zu generieren. Zunichst wurde der Versuch unternommen, durch Infektion
von MoMLV-Produzenten-Zellen mit SeV eine Expression der SeV-Hiillproteine in
den infizierten Zellen in Gang zu setzen und so die Bildung pseudotypisierter Re-
troviruspartikel auszulosen (Spiegel, 1995; Spiegel et al., 1998). Ergebnis dieser In-
fektionsexperimente war die erfolgreiche Transduktion von BHK-21-Zellen (in Form
der Ubertragung von neo” als Markergen), die per se einer Infektion/Transduktion mit
ecotropen Retroviren nicht zugiinglich sind. Diese Beobachtung stellte einen eindeu-
tigen Hinweis auf die Bildung von MoMLV(SeV)-Pseudotypen dar, die ein erwei-
tertes Wirtsspektrum im Vergleich zu ecotropen MoMLV-Partikeln — aufgrund der in-
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korporierten SeV-Hiillproteine — besitzen. Hierbei wird der Tropismus der gebildeteten
MoMLV (SeV-HN+F) mutmaBlich in erster Linie durch SeV-HN bestimmt, dessen Re-

zeptoren ubiquitdr vorkommende Sialinsidure-haltige Ganglioside darstellen.

In diesem Zusammenhang ist von besonderem Interesse, daB} fiir SeV ein alternativer,
HN-unabhingiger Weg der Infektion beschrieben und charakterisiert wurde, der auf
der spezifischen Interaktion von SeV-F und dem Hepatocyten-spezifischen ASGP-R
beruht (Bitzer et al., 1997; Markwell et al., 1985). Daraus leitete sich die Frage ab, ob
und inwieweit der Einbau von SeV-F in die Hiille ecotroper MoMLV-Partikel (also die
mogliche Bildung von MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen) zu einer spezifischen Ansteue-
rung des ASGP-R als Zielzellrezeptor fiihrt. Zu diesem Zweck wurde eine Reihe von
Transfektionsexperimenten durchgefiihrt, mit denen ein System etabliert werden soll-
te, das sowohl das rekombinante retrovirale Genom als auch das SeV-F Glycoprotein
in retroviralen Verpackungszellen in ausreichender Menge bereitstellt. Die Tauglich-
keit der gewdhlten Ansitze wurde dahingehend iiberpriift, da in analogen Experi-
menten die Generierung von MoMLV (VSV-G)-Pseudotypen erfolgte, bei denen der
Einbau von VSV-G in die retrovirale Hiille bekanntermaBen mit groBer Effizienz er-
folgt (Burns et al., 1993; Friedmann & Yee, 1995). Die gewonnenen Ergebnisse zeig-
ten, daf} es tatsdchlich moglich ist, sowohl VSV-G als auch SeV-F Pseudotypen mit
Hilfe retroviraler Verpackungszellen zu generieren, die zusdtzlich mit Expressions-
plasmiden fiir VSV-G und SeV-F transfiziert wurden. Die generierten rekombinanten
MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen sind in der Lage, ASGP-R exprimierende Zellen spezi-
fisch zu transduzieren. Dies wurde mit Hilfe der humanen Hepatom-Zellinien HepG2
und HuH7 sowie mit stabil mit dem ASGP-R transfizierten MDCK-Zellen (Zellinie
M12) gezeigt. Ausgehend von einem System, in dem sowohl die SeV-F Expression
als auch die Bereitstellung des rekombinanten retroviralen Genoms transient erfolgte,
wurde eine stabil SeV-F exprimierende Verpackungszellinie (FE21) und schlieBlich
eine stabile MoMLV(SeV-F)-Produzentenzellinie (FELP6) etabliert.

Bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten zur Generierung von
MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen wurden retrovirale Verpackungszellen eingesetzt, die
sowohl die urspriinglichen ecotropen Hiillproteine (SU und TM) als auch das SeV-
F Hiillprotein produzieren und somit beide auch auf ihrer Zelloberflache tragen.
Dieser Ansatz war gewihlt worden, da die Anwesenheit der autologen Hiillprotei-

ne Pseudotyppartikel stabilisieren kann (Schnierle & Groner, 1996). Die generier-
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ten MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen enthielten also sowohl die autologen Hiillproteine
als auch das heterologe Glycoprotein in der viralen Hiille. Da MoMLV(SeV-F) Vi-
ruspartikel ASGP-R positive Zellen (HepG2, HuH7 und M12) mit der gleichen Ef-
fizienz transduzieren wie Rec-1 positive (also den ecotropen Rezeptor exprimieren-
de) Zellen (NIH 3T3), scheint die gleichzeitige Anwesenheit von SeV-F und SU/TM
die Funktionalitit der beiden Hiillproteine nicht zu beeintrachtigen. Wenn man al-
lerdings die Transduktionseffizienzen von rekombinanten ecotropen Retroviren be-
ziiglich NIH 3T3-Zellen mit denen von MoMLV (SeV-F)Pseudotypen vergleicht, so
erreicht man mit ersteren signifikant hohere Titer (3,8 x 10 cfu/ml im Vergleich zu
2,4 x 10% cfu/ml, siehe Tabelle 3.1). Dies konnte auf eine direkte Inhibition der Bin-
dung von SU an Rec-1 (den ecotropen Rezeptor) und/oder der TM-vermittelten Fusion
von viraler und zelluldrer Membran durch SeV-F zuriickzufiihren sein. Denkbar wire
auch, daB3 der Einbau von SeV-F in die retrovirale Hiille die Effizienz fiir die Inkor-
poration der retroviralen Hiillproteine so stark herabsetzt, dal dies zum begrenzenden

Faktor fiir die Bindung der Viruspartikel an Rec-1 positive Zielzellen wird.

Eine entscheidende Frage ist in diesem Zusammenhang, inwieweit eine Anwesenheit
der retroviralen Hiillproteine in der Hiille von MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen fiir ei-
ne effiziente Transduktion von ASGP-R positiven Zielzellen zwingend notwendig ist.
Rekonstituierte SeV-Hiillpartikel, die nur fusionsaktives SeV-F Glycoprotein auf ihrer
Oberfldche tragen (sogenannte F-Virosomen), sind nicht nur in der Lage, an ASGP-R
positive Zielzellen zu binden, sondern fusionieren anschlieBend auch mit der Zielzell-
membran, wobei der Inhalt der Virosomen ins Cytoplasma aufgenommen wird (Bagai
& Sarkar, 1993; Bagai & Sarkar, 1994). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dal3
ASGP-R positive Zielzellen, bei denen der konventionelle SeV-Rezeptor (Sialinsdure-
haltige Ganglioside) enzymatisch zerstort wurde, SeV-F/ASGP-R vermittelt mit SeV-F
infiziert werden konnen (Bitzer et al., 1997). Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Infek-
tion war in diesem Fall aber, dall SeV-F in der fusionsaktiven Form (also in Form der
Spaltprodukte F1 und F2) vorliegt. Aus diesen Daten 148t sich schliefen, daf3 das SeV-
F Protein alleine sowohl fiir die Bindung an die Membran als auch fiir die Fusion von
viraler und zelluldrer Membran ausreichen sollte und daher als einziges Hiillprotein in
der Virushiille von MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen fungieren konnte. Auf der anderen
Seite konnte die Anwesenheit der Retrovirus-Hiillproteine iiber eine mogliche Stabi-
lisierung der Pseudotyp-Hiille hinaus von Vorteil sein. Die Beobachtung, daf fiir die
ASGP-R vermittelte Transduktion mit gemischten MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen eine
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Aktivierung (d. h. Spaltung mit acetyliertem Trypsin) des SeV-F Proteins iiberfliissig
ist, legt die Vermutung nahe, da die Bindung an den ASGP-R durch SeV-Fy vermit-
telt wird, wiahrend das retrovirale TM-Protein fiir die Fusion von viraler und zelluldrer
Membran verantwortlich ist. Indirekt gestiitzt wird diese Vermutung durch die Beob-
achtung, daf} bei mutierten retroviralen Hiillproteinen sowohl die Bindungs- als auch
die Fusionsaktivitit in trans wiederhergestellt werden kann (Zhao et al., 1997). So-
lange retrovirale env-Proteine in den Verpackungszellen coexprimiert werden, konnen
daher die Serum-freien Bedingungen bei der Generierung von MoMLV (SeV-F)-Pseu-
dotyppartikeln, die fiir die spitere Aktivierung des SeV-F Proteins mit acetyliertem

Trypsin notwendig sind, entfallen.

Beziiglich der MoMLV-Pseudotyp Transduktionseffizienzen ist der effiziente Einbau
des heterologen Membranproteins von entscheidender Bedeutung. Grundvorausset-
zung hierfiir ist eine effiziente Expression und Lokalisation dieses Proteins an den
Stellen der Zelloberfliche, an denen es zur Sezernierung der Viruspartikel kommt
(Suomalainen & Garoff, 1994). In der vorliegenden Arbeit wurde zunichst sowohl
fiir die transiente als auch die stabile SeV-F Expression ein Standard Expressionsplas-
mid mit hCMV-IE-Promotor (pcDNA3) eingesetzt. Sowohl mittels RT-PCR als auch
mittels Western Blotting (nach vorangegangener Immunprézipitation) konnte nach-
gewiesen werden, daf die generierten MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp Verpackungs- und
Produzentenzellen nur eine schwache SeV-F Expression aufwiesen, insbesondere im
Vergleich zu SeV-infizierten Verpackungszellen. Im Gegensatz hierzu konnten mit ei-
nem pcDNA3-analogen Konstrukt bei der Expression des SEAP-Reportergens hohe
Expressionsniveaus erreicht werden. Daher war ein cytotoxischer Effekt im Falle einer
starken und konstitutiven SeV-F Expression nicht auszuschlieBen. Fiir verschiedene
Virushiillproteine ist ein solcher Effekt beschrieben. So wurde bei der Expression des
Masernvirus-Fusionsproteins (MV-F, bei dem eine Verwandtschaft mit SeV-F besteht)
mit Hilfe eines rekombinanten VSV/MV-F Systems der vollstindige Verlust der M V-
F Expression innerhalb von drei Passagen beobachtet (Schnell et al., 1996), was auf
einen starken Selektionsdruck zur Eliminierung der MV-F Expression hinweist. Daher
wurde der Versuch unternommen, ein Tetracyclin-induzierbares System fiir die SeV-F
Expression zu etablieren. Hierbei konnten Produzentenzellklone erhalten werden (auf
Basis von PELZ16/5, also von Mausefibroblasten abgeleitet), in denen nach entspre-
chender Stimulation mit Doxycyclin SeV-F Transkript mittels RT-PCR nachweisbar
war. Keine dieser Zellinien war jedoch in der Lage, funktionelle MoMLV (SeV-F)-
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Pseudotypen zu bilden, ebenso konnte in Western Blotting Experimenten das SeV-F
Protein nicht nachgewiesen werden. Aufgrund der Tatsache, daf es einerseits durchaus
moglich war, funktionelle MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-Verpackungs- bzw. Produzen-
tenzellinien zu generieren (Zellinien FE21 und FELP6) andererseits sich die Tetracy-
clin-Regulation im SEAP-Test als funktionell erwies, muf} die Bildung bzw. korrekte
Prozessierung des SeV-F Proteins auf Ebene der Translation und/oder der posttransla-
tionalen Modifikation blockiert sein. In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage,
inwieweit eine addquate Expression der SeV-Hiillproteine abhédngig von der gewihl-
ten Zellinie ist. Dal} dies von entscheidender Bedeutung sein kann, zeigen die Ergeb-
nisse, die mit dem Expressionskonstrukt pUC29-IF-zeo erhalten wurden. Wihrend,
ausgehend von diesem Plasmid, eine SeV-F-Expression weder in PELZ16/5 noch in
Phoenix-Eco moglich war, konnte — wie durch Fischer (1998) gezeigt — mit demselben
Konstrukt eine stabile Expression von SeV-F in CHO- und HeLa-Zellen erhalten wer-
den, wobei das Niveau der SeV-F Proteinmenge dem von SeV-F infizierten Zellen ent-
sprach. Dagegen war es auch in dieser Arbeit (Fischer, 1998) nicht moglich, das SeV-F
Protein in 293-Zellen zur Expression zu bringen, was in Einklang mit der fehlenden
SeV-F Expression in von Phoenix-Eco abgeleiteten Zellklonen steht. Fiir die zukiinf-
tige Herstellung optimierter MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-Verpackungszellinien sollte
daher die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, von einer der nun zur Verfiigung
stehenden Zellinien, die das SeV-F Protein stabil exprimieren, auszugehen und diese
zusitzlich mit den fiir die Verpackung retroviraler Genome notwendigen Konstrukten

auszustatten.

Neben der optimierten SeV-F Expression erwies sich eine optimale Ansteuerung des
ASGP-R als ein entscheidender Faktor fiir die Effizienz der MoMLV (SeV-F)-vermit-
telten Transduktion. Mit Hilfe von Durchflu3-Transduktionen (Chuck & Palsson, 1996)
konnte gezeigt werden, daf3 die Verteilung und Zuginglichkeit des ASGP-R fiir die
erreichbaren Pseudotyp-Titer von Bedeutung sind. Ausgangspunkt war die Uberle-
gung, daB} die basolaterale Lokalisation des ASGP-R (Wessels & Spiess, 1988; Gef-
fen et al., 1993) dazu fiihren kann, daf} die iiberwiegende Anzahl der Rezeptormo-
lekiile in einer konventionellen Transduktion fiir die eingesetzten Pseudotyppartikel
nicht zuginglich sind. Daher wurden ASGP-R positive HepG2-Zellen auf Kollagen-
beschichteten Transwell-COL Membranen kultiviert, die eine geeignete Matrix fiir die
Anheftung der Zellen bei gleichzeitiger Durchlidssigkeit der Membran bereitstellen.

Dieses System erlaubt den Durchfluf} von Virusiiberstinden und ermoglicht den Zu-
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gang zum basolateralen Teil der Zellmembranen. Auf diese Weise wurde die Zahl der
zuginglichen ASGP-R Molekiile stark erhoht und damit auch die mogliche Zahl der
Rezeptor/Ligand Interaktionsereignisse. Dies fiihrte —im Vergleich zu Transduktionen,
bei denen Rec-1 als Rezeptor angesteuert wurde —zu einer signifikanten Steigerung der
erreichbaren MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-Titer.

Ein weiterer Nachweis der Spezifitit der SeV-F/ASGP-R Interaktion im Rahmen ei-
ner MoMLV(SeV-F)-Pseudotyp-Transduktion konnte anhand von Inhibitionsversu-
chen mit einem gegen den humanen ASGP-R gerichteten Antiserum gefiihrt wer-
den. In Anwesenheit des Antikorpers war die MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-vermittelte
Transduktion von M12-Zellen zu mehr als 80 % inhibiert. Da hohere Antikorper-Kon-
zentrationen nicht zu einer stiarkeren Inhibition fiihrten, repréasentiert die verbleibende
Transduktionsrate moglicherweise den Anteil freier (und damit fiir eine SeV-F ver-
mittelte Transduktion zugédngliche) ASGP-R Molekiile, die durch die Internalisierung
und den anschlieBenden Riicktransport von Rezeptormolekiilen an die Zelloberfliche
entstehen (wobei dieser Kreislauf unter den gewihlten Bedingungen bei 4 °C stark

verlangsamt sein sollte, Schwartz et al., 1982).

Die auf Hepatocyten beschrinkte Expression des ASGP-R macht diesen zu einem
auBerordentlich interessanten Ansatzpunkt fiir den gezielten Transfer von therapeu-
tischen Substanzen oder Genen in die Leber. Die in dieser Arbeit gewonnenen Da-
ten zeigen erstmals, dal der ASGP-R fiir den retroviral vermittelten Lebergentransfer
mittels MoMLV(SeV-F)-Pseudotypen genutzt werden kann. Damit wird eine Kombi-
nation der Vorteile des retroviralen Gentransfers (wie z. B. die dauerhafte Expression
tibertragener Gene) mit einer Beschriankung des therapeutischen Gentransfers auf die
Leber erreicht und somit eine wichtige Voraussetzung fiir zukiinftige Organ-spezifi-

sche in vivo Transduktionen erfiillt.

4.1 Ausblick

Fiir den Einsatz im in vivo Lebergentransfer ist die Verfiigbarkeit hochkonzentrier-
ter MoMLV (SeV-F)-Pseudotypvirus-Losungen unabdingbar. Daher sollen —iiber die
hier dargestellten Arbeiten hinaus — ausgehend von stabil SeV-F exprimierenden He-
La- bzw. CHO-Zellen (Fischer, 1998) MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-Verpackungszellen

generiert werden, die sowohl SeV-F als auch die retroviralen Strukturproteine in ad-
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dquaten Mengen bilden und somit fiir eine effiziente Virusproduktion genutzt werden
konnen. Hierbei sollen auch Verpackungszellen erzeugt werden, die als Hiillprotein
nur noch SeV-F und nicht mehr — wie in den hier dargestellten Versuchen —die retrovi-
ralen Hiillproteine bereitstellen. Solche Verpackungszellen konnen dann als Ausgangs-
punkt fiir die Generierung ,,reiner MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen dienen. Diese env-
freien Pseudotyppartikel wiren im Hinblick auf in vivo Experimente im Maus- oder
Rattenmodell beziiglich der ASGP-R Spezifitit und der Effizienz des MoMLV (SeV-
F)-Pseudotyp-vermittelten Gentransfers von grofem Interesse. Unabhéngig hiervon
stehen bereits zum jetzigen Zeitpunkt mit hochgradig immundefizienten Mausmo-
dellen (z. B. der NOD-SCID Maus; Shultz et al., 1995) Tiermodelle zur Verfiigung,
die einen Einsatz ,,gemischter MoMLV (SeV-F)-Pseudotypen erlauben. Hierbei ist ge-
plant, ausgehend von ASGP-R positiven humanen Hepatomzellen (z. B. auf Grundla-
ge der humanen Hepatomzellinie HepG2), Lebertumore zu erzeugen und diese durch
direkte Injektion von (eventuell zuvor zusitzlich aufkonzentrierten) Uberstinden der
MoMLV (SeV-F)-Pseudotyp-Produzentenzellinie FELP6 zu transduzieren. In Weiter-
fiihrung der bisherigen Arbeiten soll das Konzept der Pseudotypisierung mit SeV-
F zusitzlich auf ein lentivirales System {ibertragen werden. Da Lentiviren im Ge-
gensatz zu anderen Retroviren auch ruhende Zellen effizient transduzieren (Naldini
et al., 1996), stiinde mit lentiviralen SeV-F Pseudotypen ein effizientes System zur
Transduktion ruhender Hepatocyten zur Verfiigung. Entsprechende Experimente zur
Pseudotypisierung nicht-humanpathogener, rekombinanter Feline Immunodeficiency
Viren (Poeschla et al., 1998) wurden bereits begonnen. Diese FIV(SeV-F)-Pseudoty-
pen sollen dann im —bereits zur Verfiigung stehenden —in vivo Modell der Faktor IX
defizienten (Hamophilie B) knock-out Maus auf ihre Fihigkeit zur spezifischen Trans-

duktion ruhenden Lebergewebes untersucht werden.
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Abkurzungsverzeichnis

APS Ammoniumperoxodisulfat

ASGP-R Asialoglycoprotein-Rezeptor

ATCC American Type Culture Collection

BGH Rinderwachstumshormon

BSA Rinderserumalbumin

cfu colony forming units

CIP Alkalische Phosphatase aus Kilberdarm
CMV Cytomegalie Virus

CPE Cytopathischer Effekt

DEAE Diethylaminoehtyl

DI-Partikel = Defektive interferierende Partikel

DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

ECACC European Collection Of Animal Cell Cultures
ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendinitrilotetraessigsdure

EGTA Ethylenglycol-O,0’-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’-tetraessigsdure
FCS Fotales Kilberserum

F-Protein Fusionsprotein des SeV

G-Protein Hiillprotein des VSV
G418 Geneticin



Abkiirzungsverzeichnis 165

HA
HN-Protein
HAD
HBS
HEPES
HRP
IPTG
KIDs
K-MES
LB-Medium
LHBs
LTR
M199
MEM
moi
MoMLV
MoMSV
MOPS
MV

PBS

PCI

PCR

pfu
PNGase F
Rec-1

rlu

RT

rvv

SAP

SDS
SEAP
SeV
SU-Protein
SV5

Héamagglutination
Héamagglutinin-Neuraminidase Protein des SeV
Héamadsorption

HEPES-gepufferte Salzlosung
N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’-2-ethansulfonsidure
Meerrettich-Peroxidase
1-Isopropyl--D-1-thiogalactopyranosid
Kulturinfektionsdosis
2-Morpholinoethansulfonsédure-Kaliumsalz
Luria-Bertani-Medium

Large hepatitis B surface protein

Long terminal repeat

Medium 199

Minimal essential medium

Multiplicity of infection

Moloney murine leukemia virus

Moloney murine sarcoma virus
3-N-Morpholino-propansulfonsiure
Masernvirus

Phosphat-gepufferte Salzlosung
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
Polymerase Kettenreaktion

Plaque forming units
Peptidase:N-Glycosidase F

Rezeptor des ecotropen MoMLV

Relative light units

Reverse Transkription

Rekombinantes Vaccinia Virus

Alkalische Phosphatase aus Tiefseegarnelen
Natriumdodecylsulfat

Sezernierte alkalische Phosphatase

Sendai Virus

Oberflachenprotein des MoMLV

Simian Virus 5
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SV40
TAE
TB-Medium
TBE
TBS
TCA
TEMED
™

Tris
Upm
VSV
WT
X-Gal

Simian Virus 40
Tris/Essigsdure/EDTA
Terrific-broth-Medium
Tris/Borsdure/EDTA

Tris-gepufferte Salzlosung
Trichloressigsdure
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Transmembranprotein des MoMLV
Tris(hydroxyethyl)aminomethan
Umdrehungen pro Minute
Vesikuldres Stomatitis Virus

Wildtyp
5-Brom-4-chlor-indolyl-f-D-galactopyranosid
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Firmenverzeichnis

Air Liquide-D.M.C., Marne-la-Vallée, Frankreich
Amersham Buchler, Braunschweig, BR Deutschland
Appligene Oncor, Heidelberg, BR Deutschland

Bachofer Laboratoriumsgerite, Reutlingen, BR Deutschland
Beckman Instruments GmbH, Miinchen, BR Deutschland
Becton Dickinson and Company, Oxnard CA, USA

Bio 101 Inc., Vista CA, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, BR Deutschland
Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, BR Deutschland
B. Braun AG, Melsungen, BR Deutschland
Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden, BR Deutschland
Clean Air, Woerden, Niederlande

Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg, BR Deutschland
Costar GmbH, Bodenheim, BR Deutschland

Dynatech Deutschland GmbH, Denkendorf, BR Deutschland
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, BR Deutschland
Fedegari Autoclavi SPA, Albuzzano PV, Italien

Fluka Feinchemikalien GmbH, Neu-Ulm, BR Deutschland
FMC BioProducts, Rockland ME, USA

Forma Scientific, Division of Mallinckrodt Inc., Marietta OH, USA

Fresenius AG, Bad Homburg, BR Deutschland

Greiner Kunststoffwerke GmbH, Niirtingen, BR Deutschland
Heraeus GmbH, Hanau, BR Deutschland

Invitrogen, Groningen, Niederlande

Life Technologies, Eggenstein, BR Deutschland

E. Merck, Darmstadt, BR Deutschland

Millipore GmbH, Eschborn, BR Deutschland

New Brunswick Scientific, Edison NJ, USA

New England Biolabs, Schwalbach/Taunus, BR Deutschland
Nunc A/S, Roskilde, Didnemark

Olympus Optical Co. (Europa) GmbH, Hamburg, BR Deutschland

Owl Scientific Inc., Woburn MA, USA
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Pharmacia Biotech, Freiburg, BR Deutschland
Polaroid Corporation, Cambridge MA, USA

Qiagen GmbH, Hilden, BR Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, BR Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, BR Deutschland

Schleicher & Schiill GmbH, Dassel, BR Deutschland
Sigma Chemie GmbH, Deisenhofen, BR Deutschland
Stratagene, La Jolla CA, USA

Tropix Inc., Bedford MA, USA

USB, Cleveland OH, USA
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