In vitro-Selektion
am lentiviralen Transaktivator-Protein

aus HIV-1

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Fakultét Biologie, Chemie und Geowissenschaften
der Universitat Bayreuth

vorgelegt von

Dipl. Biochem.

Gesa Jonas

aus Linden/ Hessen

Bayreuth, 2002



Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Biologie, Chemie und Geowissenschaften der
Universitat Bayreuth genehmigten Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der

Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.).

Die vorliegende Arbeit wurde am Institut flir Molekulare Biotechnologie in Jena in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dieter Willbold durchgefuhrt und entstand im Zeitraum von
Februar 1999 bis Februar 2002.

Promotionsgesuch eingereicht am: 19.02.2002

Tag des wissenschaftlichen Kolloquiums: 27.05.02
Erster Gutachter: Prof. Dr. Dieter Willbold
Zweiter Gutachter: Prof. Dr. Franz X. Schmid



Fiir meine Eltern






Inhaltsverzeichnis

11
1.2
1.3
1.4
141
1.4.2
143
1.5
1.6
16.1
1.6.2

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.3
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

4.1
4.2
4.3
431
4.3.2
4.3.3
4.3.4
435

EINLEITUNG

Protein-RNA Wechselwirkungen

RNA Bindemotive

In vitro Selektion

Phagen-Display: Variation mit Hilfe von Bakteriophagen
Strukturelle Grundlage fur das M13-Phagen-Display
Vektortypen

Anwendungsmdglichkeiten

Das Humane Immundefizienz Virus HIV-1

Das Tat-Protein aus HIV-1

Die Struktur von HIV-Tat

Steigerung der Elongation der Transkription durch Tat

ZIEL DER ARBEIT

MATERIALIEN

Bakterienstdamme

Phagen, Phagemide und Plasmide
Das pAK-System

Ph.D 12 Phagenbibliothek
Oligonukleotide

Né&hrmedien, Puffer und Losungen
Né&hrmedien

Puffer

LOsungen

Enzyme und Proteine

Nukleotide und Nukleinsauren
Biochemikalien und Chemikalien
Sonstige Materialien

Software

METHODEN

Kultivierung von Bakterien
Bestimmung des Bakterientiters
Produktion von Phagen
M13-Phagen
VVCSM-Helferphagen

Verpacken von pAK-Phagemiden
PEG-Féllung von Phagen
Bestimmung des Phagentiters

© N O oo~ N R

13
13
15

17

18

18
18
20
21
21
23
23
24
24
24
25
25
25
26

27

27
27
28
28
28
28
29
29



Inhaltsverzeichnis

4.4
4.5
45.1
45.2
45.3
4.6
46.1
4.7
4.8
48.1
4.8.2
4.8.3
4.8.4
4.9
49.1
4.9.2
4.9.3
4.10
410.1
4.10.2
4.10.3
411
4111
412
412.1
412.2
412.3
4.12.4
4.13
4.14
4141
4.14.2
4.14.3
4.15
4.16
4.16.1
4.16.2
4.17
4.18

Kultivierung eukaryotischer Zellen
Absorptionsmessung

Bestimmung der Bakteriendichte
Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren
Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Fluoreszenzspektroskopische Messungen
Bestimmung von Dissoziationskonstanten (Kp) mit Fluoreszenzmessungen
Zentrifugation

Elektrophoretische Verfahren
Agarosegelelektrophorese
Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese

Native Polyacrylamidgelelektrophorese
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Féarben von Proteinen und DNA
Coomassie-Blau-Farbung

Silberfarbung

Ethidiumbromid-Féarbung

Féallung und Reinigung von Nukleinséuren
Ethanolprazipitation

Reinigung uber Silikagel

Mikrodialyse

Préparation von Plasmid-DNA

Préparation uber Anionenaustauschchromatographie
Enzymatische Modifikationen

Restriktion

Phosphorylierung von 5°-Enden
Dephosphorylierung von 5°-Enden

Ligation

Annealing von Oligonukleotiden

Anwendungen der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
PCR mit Linker-Primern

Kolonie-PCR

Ortsspezifische-Mutagenese durch 2-Schritt-PCR
Kassettenmutagenese

Reinigung von DNA-Fragmenten

Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Reinigung uber Polyacrylamidgel

Sequenzierung von DNA

Ubertragung von DNA

30
30
30
30
31
32
32
33
33
33
34
34
34
35
35
35
36
36
36
36
36
37
37
37
37
37
37
38
38
38
38
39
39
40
40
40
41
41
41



Inhaltsverzeichnis

4.18.1
4.18.2
4.18.3
4.19
4.20
4.20.1
4.20.2
4.20.3
4.21
4.22
4.23
4.23.1
4.23.2
4.24
4.24.1
4.24.2

5
5.1

511
512
5.13
514
5.2
5.3
5.4
5.5
5.5.1
5.5.2
553
5.5.4
5.6
5.6.1
5.6.2

6.1
6.2
6.3

Transformation von Bakterien mit der CaCl,-Methode
Elektroporation von Bakterien

Transfektion von Eukaryotenzellen

Féarbung von Eukaryotenzellen

Isolierung von bakteriell (iberexprimiertem Protein
Herstellung von Zellrohextrakt und Zellaufschlu
Affinitatschromatographie an Glutathion-Sepharose
Affinitatschromatographie an Metal-Chelating-Sepharose
Dualer Luciferase-Assay

Gelretardationsexperimente
Kernspinresonanzspektrometrie

Probenvorbereitung

Messbedingungen

Selektionsprozeduren

Phagenselektion mit SA-Magnetkugelchen

Selektion in SA-beschichteten Réhrchen

EXPERIMENTE UND ERGEBNISSE

41
42
42
43
43
43
44
44
44
45
45
45
46
46
46
48

50

Ternéres Phagen-Display fir die Bindung von HIV-Tat an TAR-RNA in Gegenwart

von Cyclin T1
Konstruktion von pAK-tat-mt8bas
Reinigung von HisCycT1-272A
Bestimmung der relativen Bindungsfahigkeit

Testselektion mit den Varianten pAK-tat-wt und pAK-tat-mt8bas

Konstruktion mehrerer pAK-zat-random Bibliotheken
GroRe und Qualitat der pAK-zar-Bibliotheken

Selektion der pAK-zar-Phagen Bibliotheken
Charakterisierung der resultierenden HIV-Tat Varianten
Konstruktion von HIV-1-Tat Expressionsplasmiden

In vitro Aktivitatstest

In vivo Aktivitétstest

Wahl der Strategie fur die Modellierung von Tat-Varianten
Selektion einer Ph.D-12-Phagenbibliothek
Charakterisierung selektierter Peptide

Eindimensionale NMR-Spektroskopie an HIV-TAR.

DISKUSSION

Etablierung eines ternéren Phagendisplay-Systems
Selektion der Tat-random-Bibliotheken

Die Selektion hat Tat-Varianten ergeben, die an HIV-TAR-RNA binden

50
50
52
53
56
57
60
64
69
69
73
77
83
85
88
91

94

94
96
98



Inhaltsverzeichnis

6.4 Alle selektierten Varianten besitzen in vivo Aktivitat
6.5 Identifizierung HIV-TAR-RNA bindender Peptide

7 ZUSAMMENFASSUNG

8 SUMMARY

9 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

10 LITERATURVERZEICHNIS

11 ANHANG

11.1 Nukleinsduresequenz von HIV-tat-wt(E/E)

11.2 Nukleinsauresequenz von CyclinT272A

11.3 Sequenzen der pAK-zat-random Ausgangsbibliotheken
114 Ergebnis der Selektionen einer Ph.D.12 Peptidbibliothek
DANKSAGUNG

ERKLARUNG

104
106

111

113

115

117

131

131
132
134
136

139

140



Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Protein-RNA Wechselwirkungen

Die RNA hat viele essentielle und diverse Funktionen in einer Zelle und gerade RNA-Protein
Wechselwirkungen spielen eine zentrale Rolle in vielen biochemischen Prozessen. So ist
RNA ein Bestandteil einiger Ribonukleoproteine, wie z. B. des Ribosoms, des SpleiBosoms
und der Signal-Erkennungspartikel fir den Import von Proteinen in das Endoplasmatische
Retikulum oder das Periplasma. Weitere RNA-Protein-Komplexe stellen die eukaryotische
Telomerase, welche den linearen Chromosomen Stabilitdt der Enden verleiht sowie der
Ribonuklease P, ein Enzym, das an der Prozessierung von pra-tRNA-Transkripten beteiligt
ist, dar. FUr einige dieser Ribonukleoproteine, wie dem Ribosom und der Ribonuklease P,
wurde gezeigt, dass die RNA innerhalb dieses Komplexes nicht nur fur die Stabilitat dieser
Struktur sorgt, sondern dass sie der Tréger der katalytischen Funktion dieser RNA-Protein-
Komplexe ist (Guerrier-Takada et al., 1983; Nissen et al., 2000).

Das Ribosom besteht aus einer kleinen und einer groflen Untereinheit, die wiederum aus
mehreren Protein- und RNA-Komponenten bestehen. Die Ribosomenarchitektur wird durch
eine Vielzahl spezifischer RNA-Protein, Protein-Protein und RNA-RNA Wechselwirkungen
bestimmt. Obwohl die Gréfe und die individuelle Zusammensetzung der Ribosomen
innerhalb und unter den Organismenreichen differiert, sind der strukturelle Kern und
fundamentale Mechanismen der Funktionsweise in allen Lebensformen konserviert (Hill,
1990; Woese et al., 1983). Allgemein wird davon ausgegangen, dass das Auftreten des
Ribosoms einen entscheidenden Schritt in der friihen Evolution darstellt (Ramakrishnan &
White, 1998). Es wird vermutet, dass ribosomale Proteine als erste zellulare Proteine Wege
zur spezifischen Erkennung und Bindung definierter Nukleinsauresequenzen entwickelt
haben. Daher ist es moglich, dass diese RNA-Erkennungsstrategien im Laufe der Evolution
von anderen zelluldaren Prozessen mit Nukleinséurebeteiligung Ubernommen wurden. Es
konnten aber auch ribosomale Proteine aus schon bestehenden zelluldaren RNA- oder DNA-
bindenden Proteinen neu entstanden sein (Draper & Reynaldo, 1999b).

Ein weiteres Beispiel fir die Bedeutung von Protein-RNA-Wechselwirkungen ist die korrekte
Aminoacylierung einer tRNA mit ihrer zugehdrigen Aminosdaure durch eine Aminoacyl-
tRNA-Synthetase (Moras, 1992). Dieser Schritt stellt eine wesentliche Grundlage in der
Synthese von Proteinen dar. Die Regulation einer Vielzahl an biochemischen Prozessen
beruht auf einer spezifischen Wechselwirkung zwischen RNA und Protein. Dies ist zum
Beispiel bei der Inhibierung der Proteinsynthese auf der Ebene der Translation durch die
Bindung von mRNA-Strukturelementen an Proteine der Fall (Nomura et al., 1984; Warner et
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al., 1985; Zengel & Lindahl, 1994; Kraft et al., 1999). Die Bildung von mRNA-Komplexen
ist des weiteren an der Regulation der Transkription durch Antitermination und Attenuation
(Greenblatt et al., 1993; Rutberg, 1997; Babitzke et al., 1994), der Termination der
Transkription (Henkin, 2000) und der Regulation des Abbaus von mRNAs beteiligt (Sachs &
Wahle, 1993; Wahle & Ruegsegger, 1999). Spezifische Protein-RNA-Wechselwirkungen
kénnen zelluldre Signalkaskaden aktivieren (Robertson & Mathews, 1996; Siomi & Dreyfuss,
1997), die Replikation viraler RNA regulieren (Karn et al., 1994) und die Verpackung der
genomischen RNA bestimmter Viren in die Virushiille steuern (Watanabe & Temin, 1982;
Mann & Baltimore, 1985; Lever et al., 1989; Aldovini & Young, 1990).

Obwohl DNA-Bindungsproteine gut untersucht sind, ist kaum bekannt, wie Proteine RNA
erkennen. Diese Licke an Informationen spiegelt die kleinere Anzahl an mittels NMR-
Spektroskopie oder Rontgenstrukturanalyse geldsten Protein-RNA Strukturen gegeniber den
Protein-DNA Strukturen wider.

1.2 RNA Bindemotive

RNA Molekile konnen je nach ihrer Funktion in verschiedene Klassen eingeteilt werden
(messenger RNA, transfer RNA, ribosomale RNA, virale RNA, small nuclear RNA).
Dementsprechend gibt es auch eine Vielzahl an RNA-bindenden Proteinen. Diese kdnnen
stabilisierende, schiitzende, verpackende, katalysierende und transportierende Funktion haben.
Sequenzanalysen verschiedener RNA-bindender Proteine aus unterschiedlichem funktionellen
Kontext flhrten zur Identifizierung von héaufig auftretenden RNA-Bindemotiven. Die
bekanntesten sind das Ribonukleoprotein Motiv, die K-Homologie Domane, das dsRNA-
Bindemotiv und die Kélteschock Doméne (eine Unterklasse des
Oligonukleotid/Oligosaccharid Bindemotivs) (Nagai, 1996; Graumann & Marahiel, 1998).
Nicht alle RNA-bindenden Proteine lassen sich in eine dieser Klassen einordnen.

Untersuchungen am Laktose-Repressor (Jacob & Monod, 1961) zeigten schon sehr friih, dass
ein Protein in der Lage ist, eine einzige DNA Sequenz innerhalb eines ganzen Genoms
spezifisch zu erkennen und zu binden (Ptashne, 1967). Diese Eigenschaft findet sich auch bei
RNA-bindenden Proteinen wieder. Strukturell konnen RNA-bindende Proteine in Kategorien
eingeteilt werden. Die meisten werden durch zwei Hauptkategorien erfasst. Einerseits
Proteine, die an die RNA Furchen binden und andererseits Proteine, die tber ein 3-Faltblatt
an die RNA binden (Draper, 1999a).

Im Gegensatz zur B-Form der dsDNA, in der die grof3e Furche breit und tief ist, liegt die
doppelstrangige RNA meist in der A-Form vor. Hier ist die grof3e Furche schmal und tief und
ist dadurch fiir Protein-Sekundarstrukturen nicht im selben Umfang zugénglich wie die grolie
Furche der DNA. Andererseits weisen RNA-Strukturen aber eine grofle Vielfalt auf. Zum
einen gibt es doppelstrangige Bereiche aus kanonischen Basenpaaren, die selten mehr als eine
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halbe Helixumdrehung umfassen. Dadurch ist ein GroRteil der Oberflache der groRen Furche
von beiden Enden her zugéanglich (Draper, 1999a). Zum anderen weiten Verformungen durch
nicht kanonische Basenpaarungen und Ausbuchtungen die RNA Helix stark genug auf, so
dass Protein-Sekundarstrukturen leicht eindringen kénnen. Die RNA-Erkennung von ,,Groove
binding“-Proteinen erfolgt meist durch ein Sekundarstrukturelemet, wie z.B. einer a-Helix
oder eine Schleife.

Eine weitere Moglichkeit zur Erkennung der RNA beruht auf dem ,,Arginin-reichen Motiv*
(ARM). Obwohl dieser Terminus eigentlich nicht zutreffend ist, da diese Proteine in ihrer
Struktur zu verschieden sind und es innerhalb dieser Gruppe auch keine konservierten
Arginin-Positionen gibt, wird diese Bezeichnung beibehalten (Draper, 1999a). Zu dieser
Gruppe zéhlt z.B. das N-Protein des Phagen A. Es verhindert die Transkriptionstermination
einiger Phagen-Operons. Der strukturlose N-Terminus des Proteins faltet sich zu einer a-
Helix, sobald es an die B-Box RNA-Haarnadel bindet (Tan & Frankel, 1995; Van-Gilst &
Von-Hippel, 1997; Scharpf et al., 2000). NMR-Untersuchungen am Komplex zeigten, dass
die a-Helix an einen stabilen GNRA-, Tetraloop* bindet und von dort in die grolRe Furche
eintritt. Dabei wird die a-Helix stark verformt und der Kontur der RNA-Helix angepasst
(Legault et al., 1998).

Das Tat-Protein des Bovine Immunodeficiency Virus (BIV) beinhaltet ein ARM, welches an
eine Haarnadel (transactivation response region, TAR) der viralen mRNA bindet. Die Helix
enthalt zwei ungepaarte Basen. Eine davon (U10) befindet sich in der groRen Furche und
bildet ein Hoogsteen-Basentriplett mit A13 und U24. Dies verformt wiederum die Helix so
stark, dass sich die grofRe Furche 6ffnet und dem Tat-Protein die Bindung als irregulére [3-
Haarnadel ermdglicht. Dabei haben beide [3-Strange Kontakt zur RNA-Helix. Ausgehend von
den Seitenketten dreier Arginine und zweier Amidbindungen des Protein-Rlckgrats werden
basenspezifische Wasserstoffbriicken zur RNA ausgebildet (Puglisi et al., 1995; Ye et al.,
1995). Ahnlich verhélt es sich auch bei der Bindung des Rev-Proteins des humanen
Immunodefizienz Virus (HIV) an das ,,rev responsive element” (RRE). Die grol3e Furche der
RRE-RNA, bestehend aus aufeinanderfolgenden nichtkanonischen Basenpaaren wird so
aufgeweitet, dass ein Peptid aus dem Rev-Protein in einer a-helikalen Konformation eine
Bindung eingehen kann (Battiste et al., 1996).

Die sequenzspezifische Bindung von RNA-Einzelstrangbereichen wurde bei [-Faltblatt-
Proteinen beobachtet. Schleifen und Ausbuchtungen einer gefalteten RNA lassen einige
Nukleotide relativ unstrukturiert und einige RNAs enthalten komplett einzelstrangige
Bereiche. Proteine neigen dazu, Nukleotide aus Einzelstrangbereichen ohne wesentliche
Beteiligung des RNA-Riickgrates zu binden. Eine der verbreitetsten RNA-Bindedoménen
dieser [B-Faltblatt-Proteine ist die Ribonukleoprotein (RNP) Motiv Domadane. Diese
Proteinklasse zeigt ein Bappap Faltungsschema, wobei sich ein vierstrangiges, antiparalleles
B-Faltblatt ausbildet, das gegen zwei quer dartiber liegende a-Helices gepackt ist (Nagai et
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al., 1990; Wittekind et al., 1992). Die Spezifitdt der RNA-Bindung wird vermutlich durch die
weniger konservierten Reste in den die RNP-Motive verbindenden Schleifen sowie durch
Aminosduren an den Réndern der Motive erreicht (Scherly et al., 1990).

Die humane U1A RNP-Domane ist in der Lage, die Sequenz AUUGCAC sowohl im Kontext
einer Haarnadelschleife (Stamm-Schleife Il von U1 snRNP) als auch in Form einer internen
Schlaufe (U1A Polyadenylierung Inhibierendes Element) zu erkennen (Scherly et al., 1990;
van Gelder et al., 1993). Die selbe Nukleotidsequenz wird vom U1A Protein auch in einem
Zufalls-RNA-Pool in Verbindung mit einer Haarnadelschlaufe oder einer unstrukturierten
Nukleotidsequenz erkannt (Tsai et al., 1991). Das U1A Protein bindet demzufolge stark
sequenzspezifisch. Die Basen G, C und A dieser Sequenz werden gegen die Seitenketten von
aromatischen Aminosduren gestapelt (stacking interaction). Diese Aromaten-Positionen sind
in RNP-Motiv Proteinen konserviert. Der fir die RNA-Bindung verantwortliche Proteinteil
besteht hauptséchlich aus einer B-Faltblattoberflache. Dabei ist der loop zwischen (32 und (33
in Abwesenheit der RNA nur wenig strukturiert (Nagai et al., 1990). Ebenso wenig ist in der
freien RNA der Loop in der Haarnadel strukturiert (Oubridge et al., 1994). Der
Komplexbildung, bei der es zu inter- und intramolekularen Kontakten kommt, liegt demnach
eine raumliche Strukturanpassung beider Bindungspartner zugrunde. Diese gegenseitige
Anpassung (,,induced fit“) konnte die Ursache fir diese hochspezifische Komplexbildung
sein.

1.3 Invitro Selektion

Die natirliche molekulare Evolution ist ein Prozess, der nicht auf ein bestimmtes Ziel
gerichtet ist. Dabei werden erfolgreiche Molekdle selektiert und ihre genetische Information
wird weiterverbreitet. Im Gegensatz zur naturlichen Evolution, die Uber einen langen
Zeitraum und mit einer begrenzten Anzahl an Ausgangsvarianten stattfindet, kann bei einer in
vitro-Selektion ein groBer Pool an Ausgangsvarianten innerhalb kurzer Zeit auf eine
bestimmte Eigenschaft hin selektiert werden. VVoraussetzung flr eine in vitro-Selektion ist die
Konstruktion sogenannter kombinatorischer Bibliotheken.

Grundsétzlich unterscheidet man biologische, sich selbst replizierende Bibliotheken und
chemisch-synthetische Bibliotheken. Biologische Bibliotheken bestehen aus einer Population
eines randomisierten Biopolymers. Als Bausteine eines Biopolymers stehen Aminoséuren und
Nukleotide zur Verfligung. Jedes Molekiil einer Bibliothek besitzt eine bestimmte Form und
Struktur, worauf Wechselwirkungen mit anderen Molekulen beruhen. Es kann dann auf die
Ausbildung einer Interaktion mit einem beliebigen Zielmolekil, dem Liganden, selektiert
werden (Kenan et al., 1994).
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Eine in vitro-Selektion basiert demnach, ausgehend von einer moglichst groflen Zahl
unterschiedlicher Molekiile auf einem beliebig oft wiederholbaren Zyklus von Selektion und
Amplifikation, in dessen Verlauf sich diejenigen Moleklle anreichern, die den
Selektionskriterien am ehesten entsprechen. Daraus ergeben sich weitere Bedingungen, die
fur eine erfolgreiche Selektion erfullt sein mussen. Zusétzlich zum Vorhandensein einer
kombinatorischen Bibliothek muss diese auf eine bestimmte Eigenschaft hin selektierbar sein,
und die selektierbaren Varianten missen amplifizierbar sein (Kenan et al., 1994).

Diese Voraussetzungen konnen relativ einfach fir eine Nukleinsdurebibliothek erftllt werden,
da diese die Information fur ihre Vervielfaltigung bereits beinhaltet. Als Beispiel fir die
Selektion einer RNA-Bibliothek sei hier das von Tuerk und Gold eingefuhrte ,,SELEX"-
Verfahren (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) genannt (Tuerk &
Gold, 1990).

Die Selektion von Peptidbibliotheken gestaltet sich schwieriger, da Peptide nicht direkt die
Information fir ihre eigene Replikation enthalten. Aus diesem Grund wurden mehrere
biologische Systeme entwickelt, bei welchen das Peptid fiir einen Selektion zuganglich ist und
mit seiner kodierenden DNA in Verbindung steht. Dies ermdglicht eine effektive Selektion,
ohne dass nach jeder Selektionsrunde die erhaltenen Varianten isoliert und charakterisiert
werden missen. Man unterscheidet zwei Arten von Peptidbibliotheken. Bei den als Epitop-
oder Random-Peptid-Bibliotheken bezeichneten Pools werden randomisierte Peptide einer
fixierten Lange zwischen sechs und 20 Aminosduren prasentiert. Diese ,,Epitope* kdnnen
dann auf eine bestimmte Eigenschaft hin selektiert werden (Devlin et al., 1990). Bei der
zweiten Art von Peptidbibliotheken kdnnen Proteine von einer Lange bis zu mehreren 100
Aminosduren prasentiert werden (Kay, 1994).

Obwohl in der Literatur mehrere Display-Systeme beschrieben sind, so z.B. das Display auf
der E. coli-Oberflache (Charbit et al., 1987), das Plasmid-Display (Cull et al., 1992), das
Ribosomen-Display (Hanes & Pluckthun, 1997), das mRNA-Display (Wilson et al., 2001)
und das Polysomen-Display (Mattheakis et al., 1994), hat sich in der Anwendung das
Phagendisplay durchgesetzt. Dieses Display-System wurde erstmals von G. P. Smith
vorgestellt. Er konnte Segmente des E. coli 3-Galaktosidase-Gens in das Hullprotein Gp3 des
Bakteriophagen M13 klonieren und erhielt dann intakte Phagenpartikel, die mit einem [3-
Galaktosidase-monoklonalem-Antikorper reagierten (Smith, 1985). Auf dieses System wird in
Kap. 1.4 noch genauer eingegangen werden, da es auch in dieser Arbeit zur Anwendung
kommt. Neben den bisher vorgestellten prokaryotischen Display-Systemen wurden
inzwischen auch eukaryotische Systeme entwickelt. Diese haben den Vorteil, dass sie auch zu
posttranslationalen Modifikationen fahig sind. Als Beispiel sei hier das Hefe-Display genannt
(Boder & Wittrup, 1997).
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1.4 Phagen-Display: Variation mit Hilfe von Bakteriophagen

Beim Phagen-Display handelt es sich um eine effektive Methode zur Selektion von
Peptidbibliotheken, wobei Bakteriophagen zum Einsatz kommen. Die Bakteriophagen
exponieren auf ihrer Oberflache Proteine, die gewisse Veranderungen, z.B. Insertionen in
bestimmte Sequenzbereiche, tolerieren. Die zuerst eingebauten Elemente waren sechs bis 15
Aminosdure lange Peptide, deren Sequenz randomisiert war. Mit derart veranderten
Bakteriophagen wurden Bakterien infiziert, so dass neue Phagen mit entsprechend
verdndertem Oberflachenprotein produziert wurden. Dadurch ist es moglich, Peptidsequenzen
aufgrund ihrer Eigenschaften zu selektieren, die sie auf der Oberflache der intakten
Phagenpartikel prasentieren. Die genetische Information zu ihrer Vervielféltigung ist auf der
DNA des Phagenpartikels kodiert und ermdglicht so den Vermehrungsschritt in der in vitro-
Selektion (Smith, 1993). Auf diese Weise wurden solche Phagen dann z.B. zur
Charakterisierung von Bindungsstellen monoklonaler und polyklonaler Antikorper eingesetzt.
Gegenwaértig konnen jedoch auch grof3e Proteine in bestimmte, speziell konzipierte Phagen
eingebaut werden, was anhand von Antikérpern, Antigenfragmenten, Enzymen sowie einer
Reihe anderer Proteine bis zu einer Grofle von etwa 80 kDa demonstriert werden konnte
(Katz, 1997).

Filamentose Bakteriophagen (z.B. M13, fd, f1), die E. coli F*-Zellen befallen, bieten aufgrund
ihrer Architektur die ideale Grundlage fur die Prasentation von Peptiden. Drei Hullproteine
der Phagen (Gp3, Gp6 und Gp8), kodiert von den Genen IlI, VI und VIII, besitzen
oberflachenexponierte N-terminale Domadnen, die fremde Peptidinsertionen tolerieren.
Wahrend die meisten Phagen-Display-Systeme auf den erwéhnten filamentdsen Phagen
basieren, gibt es auch Systeme basierend auf den Bakteriophagen T4 (Ren et al., 1996), T7
(Danner & Belasco, 2001) und A (Sternberg & Hoess, 1995).

1.4.1 Strukturelle Grundlage fur das M13-Phagen-Display

Der filament6se Phage M13 stellt ein flexibles Stdbchen dar, etwa 1 pm lang und 6 nm im
Durchmesser. Das Hullprotein Gp8 (,,major coat protein®“) besteht aus 50 Aminosauren. Es
tragt zu 87 % zur Phagenhiille bei und liegt pro Phagenpartikel in 2700 Kopien vor. Das
durchgehend a-helikale Gp8 kann in vier Segmente unterteilt werden: Die Aminoséuren eins
bis funf bilden ein flexibles Element, das Peptidinsertionen toleriert. Das néchste Segment
bildet eine Uberwiegend negativ geladene amphipathische o-Helix. Der Abschnitt der
Aminosauren 25 bis 35 ist stark hydrophob und liegt im Phagenpartikel im Inneren der
Proteinhille verborgen. Der C-Terminus bildet wiederum eine amphipathische a-Helix, die
uberwiegend positiv geladen ist und mit der Phagen-DNA interagiert (Marvin et al., 1994).
Eine Spitze der Phagenhille wird durch jeweils fiinf Kopien der Hullproteine Gp3 (406
Aminosduren) und Gp6 (113 Aminosauren) gebildet. Das Gp3 (,,minor coat protein®) ist fur
die Adsorption an die F-Pili der E. coli Wirtszelle verantwortlich. Das Gp3-Protein besitzt
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eine modulare Struktur aus drei Doménen, die Uber zwei Glycin-Linker miteinander

verbunden sind.
G1 @ G2

Abbildung 1-1: Doménen-Struktur des Gp3. N1 und N2 bilden die N-terminale Doméne und sind tber den
Glycin-Linker G1 miteinander verbunden. Der Glycin-Linker G2 stellt die Verbindung zur C-
terminalen Doméne CT dar.

Der N-terminale Abschnitt von Gp3 besteht aus den beiden Doménen N1 (67 Aminoséuren)
und N2 (131 Aminosduren), die Uber einen 19 Aminosduren umfassenden, glycinreichen
Abschnitt miteinander verbunden sind. Die Doménen N1 und N2 bestehen hauptséchlich aus
B-Faltblatt-Elementen, besitzen aber auch eine kurze a-Helix in jeder Doméne (Lubkowski et
al., 1998). Die Infektion einer Wirtszelle wird durch die Bindung der N2-Domane an den F-
Pilus initiiert (Gray et al., 1981). Danach dringt die N1-Domane in die Wirtsmembran ein und
bewirkt Uber einen noch unbekannten Mechanismus den Eintritt der Phagen-DNA in das
bakterielle Cytoplasma. Die CT-Doméne (150 Aminosduren) ist tber einen 39 Aminosduren
langen glycinreichen Linker mit N2 verbunden. Sie sorgt fir die VVerankerung von Gp3 in der
Phagenhille und die Ausbildung der Phagenspitze an einem Ende des Phagenpartikels
(Crissman & Smith, 1984). Demnach ist ein funktionelles Gp3 essentiell fur die Infektiositat
des Bakteriophagen.

1.4.2 Vektortypen

Fremde Proteine konnen an drei Hullproteine fusioniert werden: Gp3, Gp8 und Gp6. Die
beiden erstgenannten werden mit einer N-terminalen Signalsequenz synthetisiert, die beim
Einbau des Proteins in die innere bakterielle Membran abgespalten wird. In der Regel werden
zu untersuchende Proteine an die Regionen von Gp3 und Gp8 fusioniert, die auf der
Phagenoberflache prasentiert werden. Dabei handelt es sich um die N-terminale Doméne von
Gp8 (Kishchenko et al., 1991) sowie die N-terminale Domane aus Gp3 (bestehend aus N1
und N2) (Parmley & Smith, 1988). In manchen Gp3-Vektoren wird die N-terminale Doméne
durch das Fremdpeptid ersetzt, so dass man ein Hybrid-Protein erhalt, welches zwar in das
Virion inkorporiert wird, aber zusétzlich durch ein wt-Gp3 erganzt werden muss, damit der
Phagenpartikel infektids bleibt (Barbas et al., 1991). Die infektiosen Phagen bestehen
demnach aus einem Mosaik von wt-Gp3 und Hybrid-Gp3. Ein dhnlicher Fall liegt vor, wenn
ein Peptid groRer als acht Aminosdauren in Gp8 insertiert wird. Des weiteren kann es nur zu
einer Infektion und Phagen-Produktion kommen, wenn das Phagengenom zusatzlich durch ein
wt-Gp8 supplementiert wird (Felici et al., 1991). Die Klassifizierung der Phagen-Display-
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Systeme erfolgt aufgrund der Anordnung der fir die Hullproteine kodierenden Gene
(McConnell et al., 1994; Smith, 1993).

Die einfachsten Systeme sind die Typ 3- und Typ 8-Vektoren. Bei einem Typ 3-Vektor
existiert ein einziges Phagengenom mit einem einzelnen gp3-Gen mit insertierter Fremd-
DNA, so dass ausschlieBlich Hybrid-Gp3-Molekiile insertiert werden. Theoretisch wird das
Fremdpeptid also auf allen flinf Kopien von Gp3 prasentiert. Typ-3 Vektoren eignen sich nur
fir die Préasentation kleiner Peptide, da mit zunehmender GrolRe des Fremd-Peptides die
Funktion von Gp3 gestort wird. Dies fihrt zur Ausbildung von Phagenpartikeln, die nicht
mehr zur Infektion von Bakterienzellen beféhigt sind. Entsprechend den Typ 3-Vektoren
prasentieren Typ 8-Vektoren ein maximal 8 Aminosdauren umfassendes Fremdpeptid auf jeder
Kopie des Hiillproteins Gp8.

Bei den Vektoren des Typs 3+3 bzw. des Typs 8+8 (Abbildung 1-2) tragen Phagemid-
Vektoren eine Kopie des gp3-Gens bzw. des gp8-Gens mit der entsprechend gewiinschten
Insertion und zusétzlich zum Plasmid-Replikationsursprung und einer Antibiotika-Resistenz
den Replikationsursprung filamentdser Phagen. Die Wildtypversion des gp3- bzw. gp8-Gens
befindet sich auf einem Phagengenom, dem sogenannten ,,Helferphagen®. Dieser wiederum
ist defizient bezlglich der Phagen-Replikation. Werden Bakterien, die ein Phagemid tragen,
mit einem Helferphagen infiziert, so kommt es zum Zusammenbau von Phagenpartikeln, die
eine Mischung aus Wildtyp- und Fusions-Gp3 bzw. Gp8 tragen. Infizieren Phagemid-
Virionen nun Bakterienzellen, so erlangen diese die auf dem Phagemid kodierte
Antibiotikaresistenz. Besonders der Typ 3+3 hat sich als ein sehr praktikables System
erwiesen. Die wichtigste Besonderheit ist die Tatsache, dass die Prasentation des gewiinschten
Peptids oder Proteins meist monovalent ist. Dies ist vorteilhaft, da die Grol3e der Gp3-Fusion
oft die Infektitsitat der Phagen beeintrachtigt.
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R0
Typ 3 Typ 3+3 Typ 8 Typ 8+8

Abbildung 1-2: Vektortypen fur Phagen-Display. Je nach Typ wird das Hullprotein Gp3 oder das Hullprotein
Gp8 fur die Mutation verwendet. Fp: Fremdpeptid, HP: Helferphage

Als eine besondere Klasse an Typ 3-Vektoren koénnen die SIP-Vektoren (,,Selectively
Infective Phages“) angesehen werden. Die N-terminale Domane von Gp3 wird durch ein
Fremdpeptid ersetzt, so dass die entstehenden Virionen eine Bakterienzelle nicht infizieren
konnen. Die fehlende N-terminale Gp3-Domane wird mit einem Adaptermolekdl fusioniert.
Im Laufe der Selektion konnen die N-terminale- und C-terminale Doméne aufgrund der
Bindung zwischen Fremdpeptid und Adaptermolekiil miteinander verbunden werden, so dass
ein infektioses Virion entsteht (Krebber et al., 1995; Krebber et al., 1997). Man kann diese
Methode in dhnlicher Weise anwenden, um auf die proteolytische Aktivitat eines Proteins hin
zu selektieren. In diesem Fall wird das Fremdprotein zwischen die C-terminale und die N-
terminalen Doménen von Gp3 insertiert und Phagen mit einem derart verdnderten Gp3
werden gebildet. Nach einer in vitro Proteolyse des insertierten Proteins sind nur noch solche
Phagen infekti6s, deren Proteininsertion stabil gegeniiber der Proteolyse sind. Dieses System
stellt somit eine generelle Methode zur Proteinstabilisierung durch gerichtete Evolution dar,
die unabhéngig von Bindungseigenschaften oder Enzymspezifitaten des prasentierten Proteins
ist (Sieber et al., 1998; Martin et al., 2001).

1.4.3 Anwendungsméglichkeiten

Die Phagen-Display-Technik wird in den meisten Fallen zur Untersuchung von Protein-
Proteinwechselwirkungen eingesetzt. Ziel solcher Experimente ist sehr oft die Entwicklung
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von neuen Antikorpern. Dazu wird ein grof3es Repertoire an verschiedenen Antikorper-
Fragmenten auf der Oberflache filamentdser Phagen présentiert und auf die Bindung an ein
bestimmtes Antigen selektiert. Die erhaltenen Antikorper-Fragmente werden dann aus
reinfizierten Zellen isoliert, randomisiert und erneut einer Selektion unterworfen. Dies dient
dazu, Fragmente zu finden, die mit einer hoheren Affinitat und Spezifitit an das angebotene
Antigen binden als der ,,Wildtyp*“-Antikorper (McCafferty et al., 1990; Marks et al., 1992;
Winter et al., 1994). Die Phagen-Display-Technik kann auch dann zur Bereitstellung von
Antikorpern genutzt werden, wenn das natirliche Antigen nicht bekannt ist. In dem Fall wird
eine Random-Peptid-Bibliothek anhand der Affinitdt zu einem Antikorper selektiert. Die
erhaltenen Peptide werden als antigene Mimetiks des natlrlichen Liganden bezeichnet. Sie
kénnen nun genutzt werden, um durch Immunisierung Antikorper zu produzieren, ohne dass
der naturliche Ligand isoliert werden musste (Motti et al., 1994). Antigene Mimetiks werden
vor allem eingesetzt, um synthetische Impfstoffe herzustellen. Solche Selektionen kdnnen
aber auch dazu verwendet werden, das Antikorper-bindende Epitop auf die wenigen
Aminosduren einzugrenzen, die flr die Bindung essentiell sind (Luzzago et al., 1993).

Neben der Antikorper-Entwicklung wird das Phagen-Display auch dazu genutzt, Peptid-
Motive zu identifizieren, die bestimmte Liganden binden. Dabei verwendet man
Peptidbibliotheken, die Millionen von individuellen Peptiden, und damit einen groRen Vorrat
an Sequenzen, enthalten. Mit Hilfe solcher Peptid-Bibliotheken wurden Bindungsmotive fir
Biotin (Kay, 1994), Concanavalin (Scott, 1992), Integrine (Koivunen et al., 1994) und SH3-
Domanen (Sparks et al., 1994) identifiziert.

Im Vergleich zu den Arbeiten tber Protein-Protein-Wechselwirkungen gibt es nur wenige
Arbeiten, in denen Protein-Nukleinsaure-Wechselwirkungen mit  Phagen-Display-
Experimenten untersucht wurden. Allerdings wurde gerade das Zink-Finger-Motiv eingehend
mit dieser Technik charakterisiert. Zink-Finger-Motive binden sequenzspezifisch
Nukleinséuren. Das Bindungsmotiv besteht aus einen ca. 30 Aminoséuren langem Abschnitt,
in dem zwei invarianten Cysteinreste, zwei invariante Histidinreste und mehrere konservierte
hydrophobe Aminoséurerest liegen. Ein Zn**-lon wird iber vier Koordinationsstellen von
Cystein- und/oder Histidinresten des Proteins komplexiert.

Um Peptide zu finden, die spezifisch an eine bestimmte DNA-Sequenz binden, ist es wichtig,
die fur die DNA-Bindung essentiellen Aminosdurepositionen zu bestimmen. Einen
Anhaltspunkt daftir gibt die Rontgenstruktur des Zink-Fingers Zif268, eines regulatorischen
DNA-Bindungsproteins der Maus (Pavletich & Pabo, 1991). Nachdem ein aktiver Zink-
Finger auf der Oberflache eines filamenttsen Phagen erfolgreich prasentiert worden war,
wurde eine Bibliothek ausgehend von Zif268 konstruiert. Die Aminosauren der Positionen -1
bis +8 (relativ zu dem ersten Rest der a-Helix, der mit +1 bezeichnet wird) wurden bis auf die
konservierten Reste Leucin +4 und Histidin +7 randomisiert, wobei keine Austausche gegen
Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan und Cystein zugelassen wurden, da diese Reste selten an
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diesen Positionen auftreten. Die Position +9 wurde in ein Arginin oder Lysin umgewandelt,
welche am hdufigsten an dieser Stelle vorkommen. Mit dieser Methode konnten in relativ
kurzer Zeit diejenigen Aminosauren identifiziert werden, die fir die DNA-Erkennung von
Bedeutung sind. Dies sind vor allem die Reste -1, +3 und +6 (Choo & Klug, 1994a; Choo &
Klug, 1994b).

Protein-RNA-Wechselwirkungen

Die ersten Experimente zur Untersuchung von Protein-RNA-Wechselwirkungen mit der
Phagen-Display-Technik wurden von Laird-Offringa und Belasco (Laird Offringa & Belasco,
1995) beschrieben. Ihnen gelang die erfolgreiche Présentation und Selektion von Varianten
der RNA-bindenden Doméne des spleiBosomalen Proteins U1A. Die dabei verwendete U1A-
Bibliothek bestand aus nur 512 unterschiedlichen Ausgangsvarianten. An neun U1A-
Sequenzpositionen, von denen bekannt war, dass sie mit der Ul1A-Ziel-RNA interagieren
(Jessen et al., 1991), wurde entweder die Wildtyp-Aminosdure zugelassen, oder der Rest, der
an dieser Sequenzposition in der hochhomologen RNA-bindenden Domadane des
snRibonukleoproteins U2B’” vorliegt. ULA und U2B’’ erkennen spezifisch ihre zugehérigen
RNA-Elemente. Nach Selektion der Phagenbibliothek konnten vier der neun analysierten
Aminoséauren fir die Bindung an die UlA-Ziel-RNA verantwortlich gemacht werden.
AuRerdem wurde ein Variante gefunden, die besser an die ULA-RNA bindet als das Wildtyp-
Protein.

Des weiteren ist die Selektion einer 15mer Peptidbibliothek gegen ein RNA-Element
beschrieben. Damit konnten Peptide mit bisher unbekannter Sequenz identifiziert werden, die
hochspezifisch an die spleiRosomale U1snRNA, bzw. an den Anticodon-Loop der tRNAP™
aus Hefe binden (Agris et al., 1999; Mucha et al., 2001).

Auch bei RNA-bindenden Proteinen ist das Zink-Finger-Motiv bekannt. Der
Transkriptionsfaktor TFIIA aus Xenopus laevis enthédlt neun Zink-Finger, von denen die
ersten und die letzten drei nur fir die DNA-Bindung verantwortlich sind, wahrend die
mittleren drei Zink-Finger das Gen der 5S rRNA und die 5S rRNA selbst binden kdnnen
(Mattaj, 1993). Um Motive zu finden, die besonders affin an RNA binden, wurde eine
Bibliothek ausgehend von Zink-Finger 4 aus TFIIIA konstruiert (Friesen & Darby, 1997).
Dabei wurden die Aminoséuren zwischen den Positionen -2 und +10 der a-Helix mit
Ausnahme der konservierten Reste Histidin +7 und Leucin +4 vollstandig randomisiert und
die Bibliothek auf die Bindung an 5S rRNA und an das RRE-1IB-RNA-Element aus HIV-1
selektiert. Fur beide RNA-Elemente wurden Peptide gefunden, die sowohl in vitro, als auch in
vivo hochaffin an die RNA binden (Friesen & Darby, 1998; Laird-Offringa & Belasco, 1998).
Ausgehend von diesen gefundenen Sequenzen wurden Zink-Finger konstruiert, die eine
hochaffine Bindung an ein gewiinschtes RNA-Target aufweisen (Friesen & Darby, 2001).
Eine mogliche Anwendung solcher selektierter RNA-bindender Peptide liegt in der
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Entwicklung sequenzspezifischer Transkriptionsregulatoren fir die Gen-Therapie und in der
Konstruktion von Inhibitoren der Replikation und Expression von RNA-Viren.

1.5 Das Humane Immundefizienz Virus HIV-1

Das menschliche Immundefizienzvirus (HIV) st der Verursacher des erworbenen
Immunschwachesyndroms (,,Aquired Immunodeficiency syndrome®, AIDS). Wéhrend in
Zentralafrika und den meisten anderen Gebieten der Erde der Typ 1 (HIV-1) Uberwiegt,
dominiert bei Infektionen in Westafrika der Typ 2 (HIV-2). HIV wurde als ein zu der
Unterfamilie der Lentiviren gehdriges Retrovirus identifiziert (Barre-Sinoussi et al., 1983;
Popovic et al., 1984). Lentiviren verursachen Krankheiten mit langer Inkubationszeit und
langwierigem Verlauf. So kann bei einer HIV-Infektion zwischen der Nachweisbarkeit der
Antikorper im Blut und dem Ausbruch der Symptome von AIDS ein Zeitraum von wenigen
Monaten bis zu mehr als 10 Jahren vergehen (Levy, 1993).

Das HIV-Genom entspricht dem allgemeinen Aufbau eines retroviralen Genoms (Modrow &
Falke, 1997). Genau wie andere Retroviren besitzt HIV drei Gene, die fiir die Strukturproteine
des viralen Kerns, die Hillproteine und die fir die Replikation des Virusgenoms notwendigen
Enzyme kodieren: gag, env und pol. Des weiteren kodiert das HIV-Genom fir die
regulatorischen Gene tat und rev, die fur die Virusreplikation sowohl in vitro als auch in vivo
essentiell sind und noch fir vier weitere, die sogenannten akzessorischen Proteine Nef, Vif,
Vpr und Vpu, welche fir die Virusreplikation in vitro nicht essentiell sind, aber bei der
Ausbildung pathogener Effekte in vivo eine entscheidende Rolle spielen (Subramanian et al.,
1994).

Der Replikations-Zyklus von HIV wird in zwei verschiedene Phasen unterteilt (Abbildung
1-3). Wahrend einer friihen Pra-Integrationsphase infiziert das Virus die Zelle, die reverse
Transkription wird durchgefihrt und das provirale Genom in den Zellkern transportiert und
ins Wirtszellgenom integriert. In der darauffolgenden Post-Integrationsphase exprimiert das
integrierte Provirus seine Gene, das Virus assembliert sich, reift und wird ausgeschleust.
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Abbildung 1-3: Replikationzyklus von HIV-1. Links: Frihes Stadium bis zur Integration des proviralen
Genoms. Rechts: Spates Stadium bis zur Virus-Assemblierung (nach Karn, 1999).

1.6 Das Tat-Protein aus HIVV-1

Das Tat-Protein (,trans-activator of transcription®) ist eines der beiden regulatorischen
Proteine von HIV-1. Es bindet an ein RNA-Element im 5’-nichttranslatierten Bereich der
MRNA, das als TAR (trans activation responsive element) bezeichnet wird. Dadurch kommt
es zu einer Steigerung der Elongationsrate durch den eukaryotischen RNA-Polymerase-1I-
Komplex (Dayton et al., 1986; Fisher et al., 1986). Flr die Funktion von Tat ist es essentiell,
dass die TAR-RNA eine stabile Haarnadelschleifenstruktur einnimmt (Muesing et al., 1987)
und in der korrekten Orientierung vorliegt (Cullen, 1986). Ohne Tat werden nur kurze RNA-
Molekiile mit einer Lénge von ungefdhr 60 Nukleotiden gebildet, wobei die
Transkriptionsrate nicht durch Tat beeinflusst wird (Kao et al., 1987). Nach der Zugabe von
Tat wird eine durchgédngige Transkription beobachtet. Tat liefert damit das erste Beispiel fur
die Regulation der viralen Genexpression durch die Kontrolle der Elongation der RNA-
Polymerase Il, wobei ebenfalls ein Zusammenhang mit der Initiation der Transkription nicht
ausgeschlossen wird.

1.6.1 Die Struktur von HIV-Tat

Tat wird von zwei Exons kodiert und wurde nach seiner Synthese sowohl im Nukleolus als
auch im Nukleus infizierter Zellen nachgewiesen (Hauber et al., 1989; Siomi et al., 1990).
Das Protein besteht aus 86 bis 115 Aminoséuren, wobei die 72 Aminosauren des ersten Exons
bereits die volle Transaktivierungsaktivitat aufweisen (Cullen, 1986). Die Grol3e des zweiten
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Exons ist in den verschiedenen HIV-Isolaten variabel. Das Tat-Protein kann in finf
verschiedene funktionelle Sequenzdoménen eingeteilt werden (Abbildung 1-4).

N-Terminus cysteinreich Kern basisch  glutaminreich C-Terminus

B S
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Abbildung 1-4: Die Doménen- und Exonstruktur von HIV- Tat

Die N-terminale Domdane von Rest 1 bis 21 ist eine saure, prolinreiche Sequenzdomane.
Mutationen in diesem Bereich inaktivieren Tat in Bezug auf seine Transaktivierungsaktivitat
(Sadaie et al., 1988a; Sadaie et al., 1988b; Ruben et al., 1989). Dabei scheinen nicht alle
Proline fir die Transaktivierung essentiell zu sein (Garcia et al., 1989).

Als néachstes folgt eine cysteinreiche Doméne (Aminosduren 22 bis 31). Dieser Sequenz-
abschnitt ist an der Bindung von Cyclin T1 (Wei et al., 1998) und eventuell an der Bindung
zweiwertiger Metallionen beteiligt (Frankel et al., 1988). Die cysteinreiche Region umfasst
finf Cysteinreste. Alle dokumentierten Mutationen dieser Reste fuhren mit der Ausnahme
einer C31S-Mutation zu einem fast vollkommenen Verlust der Transaktivierungsaktivitat
(Garcia et al., 1988).

An die cysteinreiche Domane schliel3t sich die Kernregion (Aminoséuren 32 bis 48) an. Diese
Region ist zwischen den bekannten Tat-Proteinen stark konserviert und tragt zur Spezifitat der
Bindung von Tat an die TAR-RNA bei (Churcher et al., 1993). Aullerdem konnte gezeigt
werden, dass Tat Uber die Kerndoméane Wechselwirkungen mit dem TATA-Box-Bindungs-
Protein (TBP), der zentralen Untereinheit des Transkriptionsfaktors TFIID, eingeht
(Kashanchi et al., 1994). Fiir diese Wechselwirkung scheint Lysin 41 essentiell zu sein, da
eine Mutation dieses Aminoséurerestes zu einem Verlust der Transaktivierungsaktivitat fuhrt
(Kuppuswamy et al., 1989). Die ersten drei Sequenzdomanen von HIV-Tat wurden als
minimale Transaktivierungsdomane beschrieben (Carroll et al., 1991; Derse et al., 1991).

Die vierte Sequenzdomane umfasst zehn Aminosduren (Reste 49 bis 58). Mit Ausnahme eines
Glutamins und eines Prolins sind diese Reste alle basisch, der Bereich stellt ein ,,arginine rich
motif* (ARM, Kap. 1.2) dar. Mutationsstudien zeigten, dass die basische Doméne essentiell
fur die Transaktivierungsaktivitat von Tat ist, aber einzelne Aminosdaureaustausche keinen
grol3en Einfluss auf die Aktivitat haben (Hauber et al., 1989; Ruben et al., 1989). Allerdings
ist Arginin 52 hochkonserviert in allen bekannten Tat-Proteinen. Es trdgt durch die
Ausbildung eines Wasserstoffbriicken-Netzwerkes zum Phosphatriickgrat der TAR-RNA zu
einem groRen Teil zur Bindungsspezifitdt von Tat bei (Calnan et al., 1991b; Tao & Frankel,
1992). Darlber hinaus enthdlt die basische Domane die Kernlokalisationssequenz (Siomi et
al., 1990; Hauber et al., 1989; Endo et al., 1989).
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Das erste Exon wird durch eine glutaminreiche Sequenz (Aminoséuren 59 bis 72)
abgeschlossen, die ebenfalls einen gewissen Beitrag zur Spezifitat der Tat-TAR-Bindung
liefert (Churcher et al., 1993).

Vom zweiten Exon wird die C-terminale Sequenzdomane von Tat (Aminosauren 73 bis 86)
kodiert. Diese Domane scheint flir die Transaktivierungsaktivitat nicht essentiell zu sein, da
ein Verlust des zweiten Exons keine Auswirkung auf die Replikation des Virusgenoms hat
(Cullen, 1990; Sodroski et al., 1985a). In diesem Sequenzabschnitt enthédlt Tat eine RGD-
Sequenz, die mdglicherweise als Zelladh&sionssignal dient und die Bindung von Tat an
zellulére Integrine vermitteln soll (Brake et al., 1990). Nach der Bindung an S&ugerzellen
kann Tat von diesen aufgenommen werden und liegt dann im Zellkern vor (Frankel & Pabo,
1988). AuRerdem konnte ein Austausch von Tat zwischen benachbarten Zellen beobachtet
werden (Helland et al., 1991).

1.6.2 Steigerung der Elongation der Transkription durch Tat

Die Transaktivierungsaktivitat von Tat beruht auf der Bindung an das HIV-TAR-Element.
Die HIV-TAR-RNA Haarnadelschleifenstruktur erstreckt sich von Nukleotid +1 bis +59.
Deletionsstudien zeigten, dass die Region von +19 bis +42 ein Minimalelement darstellt, das
flr eine Transaktivierung durch Tat in vivo ausreichend ist (Garcia et al., 1989; Hauber &
Cullen, 1988). Diese Region weist einen Stamm mit uracilreicher Ausbauchung und einer
Hexanukleotidschleife auf (Abbildung 1-5).
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Abbildung 1-5: Minimalelement der HIV-1-TAR (nach Karn et al., 1994))

Mutationen oder Deletionen im Bereich der uracilreichen Ausbauchung fihren zum Verlust
der Transaktivierungsaktivitat von Tat, da dieses weniger affin oder gar nicht mehr an TAR
binden kann (Cordingley et al., 1990; Dingwall et al., 1989; Dingwall et al., 1990). So fuhrt
z.B. eine Mutation der konservierten Base Uracil 23 zu einem Verlust der Spezifitat (Gait &
Karn, 1993). Die Hexanukleotid-Schleife der TAR-RNA ist nicht direkt an der Bindung von
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Tat beteiligt, sondern fir die Bindung von zelluldren Kofaktoren, wie z.B. Cyclin T1,
notwendig (Jones & Peterlin, 1994; Cullen, 1993).

Die Interaktion von Tat mit der TAR-RNA wird durch ein ARM vermittelt (Kap. 1.2). Tat
kontrolliert durch die Bindung an TAR einen frihen Schritt der Transkriptions-Elongation,
bei dem die C-terminale Domane (CTD) der RNA-Polymerase Il durch eine Tat assoziierte
Kinase (TAK) phosphoryliert wird (Herrmann & Rice, 1993; Herrmann & Rice, 1995; Jones,
1997). Diese setzt sich aus Cdk9 und Cyclin T1 zusammen. Dabei handelt es sich um einen
zellul&ren Faktor, welcher die Erhéhung der Spezifitat und Affinitat der Bindung von Tat an
TAR durch die Bildung eines Tat-Cyclin T-Komplexes bewirkt (Wei et al., 1998).

Fur HIV-1 wurden verschiedene Transaktivierungsmechanismen diskutiert. Inzwischen geht
man von folgendem Modell aus: Zundchst wird die Transkription uber zelluldre
Transkriptionsfaktoren am 5’-LTR durch die RNA-Polymerase Il initiiert. Dieser gebildete
Transkriptionskomplex ist im Gegensatz zur Situation bei zellularen Promotoren nicht stabil.
Die RNA-Polymerase Il verlasst den Promotor und die TAR-DNA wird transkribiert. Nach
Ausbildung der TAR-RNA pausiert die RNA-Polymerase 11 und verlésst das HIV-1-LTR
nicht. Die naszierende TAR-RNA interagiert mit der RNA-Polymerase 11 und kann, wenn Tat
in der Zelle vorhanden ist, den Tat-Cyclin T-TAK-Komplex zum HIV-1-LTR rekrutieren. Der
TAK-Komplex hyperphosphoryliert dann die CTD der RNA-Polymerase I, TAR dissoziiert
von dem Proteinkomplex ab und die Transkriptionselongation startet, wobei Tat Bestandteil
des Transkriptionskomplexes wird (Jeang, 1998; Keen et al., 1997). Der Ubergang von einer
nicht-prozessiven zu einer prozessiven und effizienten Transkription ist in Abbildung 1-6
dargestellt.

$ @X

CycT > CycT

Tat Vil
CTD . ,CTD
o P'p
RNAPII RNAPII
HIV-ILTR 5 3 HIV-ILTR & 3
Initiation und nicht- effiziente Elongation

prozessive Transkription

Abbildung 1-6: Modell fur die Funktion von Tat innerhalb des Transkriptions-Prozesses. Die
Transkription wird am HIV-1 LTR initiiert und pausiert nach der Ausbildung des TAR-
Elements, wenn kein Tat zur Verfugung steht. Bindet Tat in einem Komplex mit CDK9 und
Cyclin T an die RNA, so wird die CTD der RNA-Polymerase Il hyperphosphoryliert und es
kommt zu einer prozessiven Transkription (nach Emerman & Malim, 1998).
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2 Ziel der Arbeit

Fur das Transaktivatorprotein Tat des humanen Immunschwachevirus (HIV-1) existiert ein
etabliertes Phagen-Display-System (Hoffmann & Willbold, 1997). Dabei handelt es sich um
ein Modellsystem zur Untersuchung von Protein-RNA-Wechselwirkungen. Fur die Bindung
von Tat an das von ihm erkannte RNA-Element (TAR-RNA) wird zu einem groRen Teil die
argininreiche Sequenzdomane verantwortlich gemacht. Zusatzlich wird die Affinitat und
Spezifitat der RNA-Bindung von HIV-Tat durch den zellularen Kofaktor Cyclin T1 verstérkt.

In dieser Arbeit sollte zunédchst das Tat-TAR-Phagen-Display-System durch die Gegenwart
von Cyclin T1 zu einem terndren System erweitert werden. Dieses System sollte dann
daraufhin Oberprift werden, ob es die in vivo und in vitro gefundenen Funktionen von
Cyclin T1 widerspiegeln kann. Die Funktionalitat des Systems sollte durch die Bestimmung
der Bindungseigenschaft verschiedener Tat-Varianten in Anwesenheit und in Abwesenheit
von Cyclin T1 Uberprift werden. AuRerdem sollte die Spezifitdt und der Einfluss der
gesamten basischen Sequenzdoméne von HIV-Tat auf die Tat-TAR-Wechselwirkung
untersucht werden.

Um Aufschluss Uber die Rolle einzelner Aminosédurereste auf die Tat-TAR-Bindung zu
erlangen, sollten anschlieBend voneinander unabhangige Tat-Phagenbibliotheken durch die
Randomisierung der Reste R49, K50, K51, K52 bzw. R53, R55, R56, R57 konstruiert
werden. Aus diesen Bibliotheken sollten Tat-Varianten selektiert werden, die unter den
entsprechenden Selektionsbedingungen an TAR-RNA binden.

Die so erhaltenen Tat-Varianten sollten auf folgende Eigenschaften charakterisiert werden:
Zum einen sollte die Bindung der selektierten Tat-Varianten an TAR-RNA in vitro
nachgewiesen werden und zum anderen sollte die Transaktivierungsaktivitat in vivo bestimmt
werden. Des weiteren sollte die Lokalisation von HIV-Tat in eukaryoten Zellen Uberprift
werden.

Unabhangig von der Tat-Funktion sollte eine 12mer-Peptidbibliothek unter verschiedenen
Bedingungen auf die Bindung an HIV-TAR-RNA selektiert werden. Durch die statistische
Betrachtung der Zusammensetzung der Peptide sollte untersucht werden, ob eine Praferenz
fir Aminosauren mit bestimmten chemischen Eigenschaften vorliegt. Aus diesen Selektionen
erhaltene Peptide sollten dann auf ihre Affinitat und Spezifitat zur TAR-RNA hin untersucht
werden.
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3 Materialien
3.1 Bakterienstamme
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Tabelle 3-1: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamme. Angegeben ist jeweils der Name, der
Genotyp und die Referenz.

Stamm Genotyp Referenz

E. coli DH5a F, endAl, hsdR17(rimy), supE44, thi-1, (Jessee, 1986)
recAl, gyrA96, relAl, A(lacZYAargF)U1609,
$80d/acZAM15, k

E. coli ER2738 F*, proA*B* lacl®, A(lacZ)M15zzf::Tn10(Tet¥), New England
fhuA2, ginV, A(lac-proAB), thi-1, A(hsdS- Biolabs, Frankfurt
mcrB)5

E. coli XL1 Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, (Bullock et al.,
relAl, lac, [F proAB, laclZDM15, tn10(tet')]  1987)

E. coli BL21 RIL F, dem, ompT, hsdS (rg’, mg’), gal (Studier et al., 1990)
E. coli BL21 (DE3) F, dem, ompT, hsdS (rg”, mg), gal, \(DE3) (Grodberg & Dunn,
1988)

3.2 Phagen, Phagemide und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Phagen, Phagemide und Plasmide sind in der folgenden
Tabelle aufgefihrt.

Tabelle 3-2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Phagen, Phagemide und Plasmide.
Angegeben ist der in dieser Arbeit verwendete Name, die selektierbare Antibiotikaresistenz, der
Verwendungszweck und die Quelle fur jeden Vektor.

Vektor Resistenz  Eigenschaft Referenz/Quelle

VCSM Kan Helferphage Stratagene, Heidelberg
pAK200 Cm, Tet  Typ 3+3, gp3ss Krebber et al. (1997)
pAK-tat-wt(E/E) Cm tragt HIV-Tat-Variante ~ S. Hoffmann, Univ. Bayreuth,

und 2 EcoO109I-

) LS Biopolymere
Schnittstellen
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Tabelle 3-2: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Phagen, Phagemide und Plasmide.
Angegeben ist der in dieser Arbeit verwendete Name, die selektierbare Antibiotikaresistenz, der
Verwendungszweck und die Quelle fir jeden Vektor.

Vektor Resistenz Eigenschaft Referenz/Quelle
pAK-tat-mtRRRR  Cm tragt HIV-Tat-Variante ~ S. Hoffmann, Univ. Bayreuth,
LS Biopolymere

pAK-tat-mtRKKR  Cm tragt HIV-Tat-Variante  diese Arbeit

pAK-tat-mt8bas Cm tragt HIV-Tat-Variante  diese Arbeit

pGEX-4T-2 Ap prokaryotischer Amersham Biosciences, Freiburg
Expressionsvektor Deutschland

pcDNA3 Ap, Neo  eukaryotischer Invitrogen, Leek, Niederlande
Expressionsvektor

pcDNA3.1-CT-GFP Ap, Neo  eukaryotischer Invitrogen, Leek, Niederlande
Expressionsvektor

pGL-HIV-LTR Ap eukaryotisches S. Hoffmann, Univ. Bayreuth,
Reporterplasmid LS Biopolymere

pPRL-TK Ap eukaryotisches Promega, Madison, USA
Reporterplasmid

pAK-tat-wt - Cm, Ap  tragt Ap- Kassette S. Hoffmann, Univ. Bayreuth,

Amp(E/E) LS Biopolymere

pAK-tat-wt-C31S-  Cm, Ap  tragt Ap- Kassette S. Hoffmann, Univ. Bayreuth,

Amp(E/E) LS Biopolymere

pHis-hCycT1(2724) Ap tragt Cyclin T 272A S. Hoffmann, Univ. Bayreuth,

LS Biopolymere

pGEX-tat- Ap tragt HIV-Tat-Variante  diese Arbeit

mt8bas(Syil/Sfil)

pcDNA-tat- Ap, Neo  tragt HIV-Tat-Variante  diese Arbeit

mt8bas(Sfil/Sfil)

pcDNA-tat- Ap, Neo  tragt HIV-Tat-Variante  diese Arbeit

mt8bas(Sfil/Sfil)-

GFP

Ph.D.-12 - tragt Bibliothek aus New England Biolabs, Frankfurt

12 Aminosauren
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3.2.1 Das pAK-System

Das verwendete pAK-System (Krebber et al., 1996a) stellt einen Phagendisplay-Vektor des
Typs 3+3 (Kap. 1.4.2) dar, d. h. es liegen zwei Kopien des gp3-Gens auf zwei getrennten
Genomen vor. Auf dem Helferphagen liegt das wt-Gp3 vor, das rekombinante Gp3 wird von
einem Phagemid, dem pAK-Vektor, kodiert. Ein Phagemid ist ein spezielles Plasmid, das
einen Replikationsursprung fur die Plasmidreplikation und einen fur die Replikation des
Phagengenoms besitzt. Bei der Vermehrung werden in diesem System Phagenpartikel
produziert, die nur eine oder héchstens zwei Kopien des Fusions-Gp3-Protein tragen und so
die volle Infektositat behalten.

In pAK-Vektoren ist durch das Einfugen eines starken Transkriptionsterminators vor die
Promotorregion des gp3-Fusionsgens die Hintergrundexpression vor der eigentlichen
Induktion stark minimiert. Antikdrper-Varianten, welche schon in geringen Mengen toxisch
auf Bakterienzellen wirken, lieBen sich erfolgreich als Gp3-Fusion mit pAK-Vektoren
selektionieren (Krebber et al., 1996a). Das gp3-Gen liegt in stark verklrzter Form vor und
beginnt erst bei Aminosaure 250 im Vorlauferprotein (gp3ss, gp3 ,,super short*). Somit sind
die im vollstdndigen Gp3 enthaltenen repetitiven Glycinlinker sowie sechs der insgesamt acht
Cysteinreste in Gp3ss nicht mehr vorhanden. In

Abbildung 3-1 sind die wichtigsten genetischen Marker eines pAK-Vektors aufgefihrt.

2N 2N
| l
pAK-tat-wt _ [Lacl [[trellLac o/p [pelB[[" Teff | 9p3ss [t |
Col E1 ori f1
PAK 200

\_/

cm®

Abbildung 3-1: Phagendisplay-Vektor der pAK-Serie. Die Expressionskassette des Vektors bestehend aus
Lacl, einem starken Terminator (typ), der lac Promotor-/Operatorregion, einer modifizierten
pelB-Signalsequenz mit Sfil-Erkennungsstelle, dem Gen fir Tetracyclin-Resistenz sowie einem
verkirzten Gen fur das Gp3-Protein (gp3ss) und einem weiteren Terminator wurde vergroéRert
dargestellt. Dabei erleichtert die tet-Resistenz-Kassette die Uberwachung der Restriktion des
Phagemids mit Sfil. Die Klonierung Uber die beiden Sfil-Erkennungsstellen verlduft
unidirektional, da unterschiedliche Uberhinge generiert werden. Dargestellt sind pAK-zaz-wt
und pAK200.
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3.2.2 Ph.D 12 Phagenbibliothek

Bei der Ph.D 12 Phagenbibliothek handelt es sich um ein kommerziell erhéltliches System
(New England Biolabs, Frankfurt) eines Typ-3 Vektors (Kap. 1.4.2). An das gp3-Gen ist N-
terminal direkt nach der Signalsequenz ist eine Bibliothek aus 12 randomisierten
Aminosauren insertiert . Die Bibliothek besteht aus 1,9 x 10° unabhéngigen Klonen und ist so
amplifiziert und konzentriert, dass in einem Volumen von 10 pl durchschnittlich 55 Kopien
einer jeden Sequenz enthalten sind. Die genaue Zusammensetzung der Bibliothek kann dem
entsprechenden Handbuch entnommen werden (Biolabs, ).

7

/,/ \\?{Q N K] 12

/)

Abbildung 3-2: Genom des M13-Phagen mit insertierter Bibliothek. Eine (NNK)y,-Bibliothek (N: beliebige
Base, K: G oder T) ist Uiber die Schnittstellen Kpnl und Eagl direkt hinter die Signalsequenz
von gp3 am N-Terminus Kloniert

M13-Ph.D12
lacZa
®

M] 3Ori

3.3 Oligonukleotide

In den folgenden Tabellen sind die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide aufgelistet.
Alle Oligonukleotide wurden entweder von BioTeZ (Berlin) oder Sigma ARK(Deisenhofen)
bezogen.

Tabelle 3-3: Zusammenfassung der Oligonukleotide, die fur die Klonierung von pAK-Varianten eingesetzt
wurden. Aufgelistet ist jeweils der Name, die Sequenz und die L&nge.

Name Sequenz Lange
PAKIib- 5’- Phosphat-ggc ctc gga att tct tac ggt nnk nnk nnk nnk cgt 75mer
RKKR5(+) cag cgt cgt cgt ccg tct cag ggt ggt caa act cat cag- 3’

PAKIib- 5’- Phosphat-gtc ctg atg agt ttg acc acc ctg aga cgg acg acg 75mer
RKKR3(+) acg ctg acg iii iii iii iii acc gta aga aat tcc gag- 3’

pAKlib- 5’-Phosphat-ggc ctc gga att tct tac ggt cgt cgt aag aaa cgt 75mer
RRRR5(+) nnk cag nnk nnk nnk ccg tct cag ggt ggt caa act cat cag- 3’

pAKIlib- 5’-Phosphat-gtc ctg atg agt ttg acc acc ctg aga cgg iii iii iii 75mer

RRRR3(-) ctg iii ttt ctt acg acc gta aga aat tcc gag- 3’
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Tabelle 3-3ff: Zusammenfassung der Oligonukleotide, die fur die Klonierung von pAK-Varianten
eingesetzt wurden. Aufgelistet ist jeweils der Name, die Sequenz und die Lénge. N: beliebige
Base, K: G oder T, I: Inosin

Name Sequenz Lange
pAKmt8bas- 5’- ggc ctc gga att tct tac ggt gcg gcg gcg gcg geg cag gcg 75mer
5(+) gcg gcg ccg tet cag ggt got caa act cat cag- 3’

pAKmt8bas- 5’- gtc ctg atg agt ttg acc acc ctg aga cgg cgc cgc cgc ctg cgc 75mer
3(-) CgC cgc cgc cgc acc gta aga aat tcc gag- 3’

pAKMtRKKR- 5’-Phosphat-ggc ctc gga att tct tac ggt gcg gcg geg geg cgt 75mer
5(+) cag cgt cgt cgt ccg tct cag ggt ggt caa act cat cag- 3’

pAKMtRKKR- 5’- Phosphat-gtc ctg atg agt ttg acc acc ctg aga cgg acg acg 75mer
3(-) acg ctg acg cgc cgc cge cgce acc gta aga aat tcc gag- 3’

PCRwit(-) 5’- acg acg acg ctg acg- 3’ 15mer
PCR8bas(+) 5’- cgg aat ttc tta cgg tgc ggc g 22mer
pAKseg- 5’- cct att gcc tac ggc age-3’ 18mer
pelB(+)

PAKseg-gp3(-) 5’-ccc tta tta geg ttt gcc-3’ 18mer

Tabelle 3-4: Zusammenfassung der Oligonukleotide, die fur die Umklonierung von pAK-Varianten
eingesetzt wurden. Aufgelistet ist jeweils der Name, die Sequenz und die Lénge.

Name Sequenz Lange
HIV-tat-Sfil- 5’-acc atg gcg gec cag ccg gec atg geg-3’ 27mer
TA-N(+)

HIV-tat-Sfil- 5’- cgg ccc ccg agg cct gtt tcg-3’ 21mer
TA-C(-)

HIV-tat- 5’- gag gag ggg atc cac cat ggc cca gcc ggc cat ggc gc-3’ 38mer
BamHI-Sfil(+)

HIV-tat-Notl-  5’- gag gag ggc ggc cgc aat ggc ccc cga ggc ctg ttt cgg-3’ 39mer
Sfil(-)

HIV-tat- 5’- ctt acg gtg ggg atc agt ttc gtc agc-3’ 27mer
GDQF(+)
HIV-tat- 5’- ctt acg gtc cta tgc agg atc gtc agc-3’ 27mer

PMQD(+)
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Tabelle 3-5: Zusammenfassung der Oligonukleotide, die fiir die Sequenzierung eingesetzt wurden.
Aufgelistet ist jeweils der Name, die Sequenz und die Lange.

Name Sequenz Lange
GFP-Rev(-) 5’- ggg taa gct ttc cgt atg tag c-3’ 22mer
T7-Prom(+) 5’- taa tac gac tca cta tag gg-3’ 20mer
SP6(+) 5’- gat tta ggt gac act ata g-3’ 19mer
PGEX(+) 5’-ggg ctg gca agc cac gtt tgg tg-3’ 23mer
M13-Seq(-) 5’-cta ccg taa cac tga gtt tcg-3’ 21mer

3.4 Nahrmedien, Puffer und Ldsungen
3.4.1 N&hrmedien
Die Nahrmedien wurden nach Sambrook et al., 1989 hergestellt.

Flussigmedien hatten die nachfolgenden Zusammensetzungen. Zur Herstellung von
Agarplatten wurde den Medien noch 15 g Agar/l und fir Top-Agar 7 g Agar/l zugesetzt. Die
Sterilisation erfolgte durch Autoklavieren (20 min, 1,2 bar, 121 °C, Autoklav Typ Matachana
HST 250, Zirbus, Osterode).

LB-Medium (Luria Bertani): 10 g Trypton, 5 g Hefe , 10 g NaCl mit H,O bidest. ad 1000 ml

SOC-Medium: 20 g Trypton, 5 g Hefe, 0,5 g NaCl, 10 ml KCI-Ldsung (250 mM) mit H,O
bidest. ad 1000 ml; Vor dem Autoklavieren wurde der pH mit 5 N NaOH auf 7,0 eingestellt.
Kurz vor Gebrauch wurden 200 pl Glukose (1 M) und 50 pl MgCl, (2 M) pro 10 ml SOC
sterilfiltriert (0,22 pm) zugegeben.

2xYT-Medium (konz.): 16 g Trypton, 10 g Hefe, 5 g NaCl mit H,O bidest. ad 800 ml

TB-Medium (Terrific Broth): 12 g Trypton, 24 g Hefe, 4 ml Glycerin mit H,O bidest ad 900
ml; 2,31 g KH,POy, 12,54 g K;HPO, mit H,O bidest. ad 100 ml; beide Lésungen wurden
autoklaviert und nach dem Abkiihlen zusammengegeben.

DMEM-Medium: Fir die Anzucht von eukaryotischen Zellen kam ,,Dulbecco modified Eagle
medium* mit Acetyl-Alanin-Glutamin mit folgenden Zusatzen zum Einsatz: 10 % fetales
Kélberserum, 10 mg/ml Gentamycin

Antibiotika wurden je nach Bedarf in folgenden Konzentrationen sterilfiltriert (0,22 pum)
zugegeben:

Ampicillin (Ap: 200 pg/ml in H,0), Kanamycin (Kan: 50 pg/ml in H,0), Chloramphenicol
(Cm: 34 pg/ml in 100 % Ethanol) und Tetracyclin (Tet: 20 pg/ml in 50 % Ethanol).




24 Materialien

Die Induktion von lac-Promotoren erfolgte durch Zugabe von IPTG in Endkonzentrationen
von 1 mM. Zur Durchfiihrung eines ,,Blau-WeiR-Screenings® wurde den Agarplatten X-Gal
(Endkonzentration von 40 pg/ml) und IPTG (Endkonzentration von 50 pg/ml) zugegeben.

3.4.2 Puffer

TE: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

TAE: 40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0

TG: 25 mM Tris/HCI, 192 mM Glycin, pH 8,8

TBS: 25 mM Tris/HCI, 0,9 % NaCl, pH 7,5

PBS: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPOy, 1,8 mM KH,PO4, pH 7,4
Bindungspuffer: 10 mM Tris/HCL, 100 mM NacCl, pH 7,5

5x Phosphat-Puffer: 120 mM Na;HPO,4, 100 MM KH,PO,4, pH 7,0

3.4.3 LOsungen
PEG-LG8sung: 20 % Polyethylenglykol 6000, 2,5 M NaCl
APS: frische Losung von 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat in H,O

RNase-L6osung: 10 mg/ml RNase A in 10 mM Tris/HCI (pH 7,5), 15 mM NaCl fur 10 min auf
100 °C erhitzen und langsam auf RT abkiihlen

3.5 Enzyme und Proteine

Die folgende Aufzdhlung beinhaltet die Herkunft der in dieser Arbeit verwendeten Enzyme
und Proteine.

Amersham Biosciences (Freiburg): Protein-Standard (,,low-molecular-weight“, Phosphorylase
B: 97 kDa, BSA: 66 kDa, Ovalbumin: 45 kDa, Carboanhydrase: 31 kDa, Trypsininhibitor:
20,1 kDa, Lysozym: 14,4 kDa), Roche (Mannheim): DNase |, Complete-Proteinaseinhibitor,
GibcoBRL (Eggenstein): T4-DNA-Ligase (hc), MBI Fermentas (Vilna, Litauen): Ecol09I
(Drall), BamHIl, Notl, Tag-DNA-Polymerase, T4-DNA-Polymerase, T4-Polynukleotid-
kinase, New England Biolabs (Frankfurt/Main): Sfil, Vent-DNA-Polymerase, Promega
(Madison, USA): rRNasin, Sigma (Deisenhofen): Lysozym, Bio-Rad (Mdinchen): Protein-
Standard (,,low-range®, Phosphorylase B: 97,4 kDa, BSA: 66,2 kDa, Ovalbumin: 45,0 kDa,
Carboanhydrase: 31,0 kDa, Trypsininhibitor: 21,5 kDa, Lysozym: 14,4 kDa)

Synthetische Peptide mit Fluorescein-Markierung wurden von Jerini (Berlin) bezogen.
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Fur Gelretardationsexperimente stand gereinigtes humanes Cyclin T1 (aa 1-272) vom
Lehrstuhl fur Biopolymere, Universitat Bayreuth (Dr. S. Hoffmann) zur Verfugung.

3.6 Nukleotide und Nukleinsauren

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxyribonukleotide (siehe Tabelle 3-3 und 3-4)
stammen von den Firmen BioTeZ (Berlin) und Sigma ARK (Deisenhofen).

[y-32P]-ATP wurde von Amersham Biosciences (Freiburg) bezogen.

Am 5’-Ende biotinylierte HIV-TAR-RNA mit der Sequenz 5’-bio-gcc aga ucu gag ccu ggg
agc ucu cug gc-3’ wurde von Eurogentec (Seraing, Belgien) erworben. Unmarkierte, mittels
in vitro Transkription gewonnene HIV-TAR-RNA der gleichen Sequenz stand vom LS
Biopolymere, Bayreuth zur Verfligung.

Fur die Klonierung eines eukaryotischen GFP-Fusionsvektors wurde ein pcDNA3.1-CT-
GFP/TOPO-cloning Kit (Invitrogen, Leek, Niederlande) verwendet.

Fir den Einsatz als DNA -Standard wurde pUC19/Mspl, A-DANN und dNTP’s (je 10 mM)
von MBI Fermentas (Vilna, Litauen) bezogen.

3.7 Biochemikalien und Chemikalien

Amersham Biosciences (Freiburg): Chelating Sepharose Fast Flow, Biochrom (Berlin):
DMEM, Trypsin/EDTA-LGsung, Gentamycin, fetales Kalberserum, Biozym (Hess.
Oldendorf): Agarose, NueSieve GTG-Agarose, SeaKem GTG Agarose, Fluka (Neu-Ulm):
Coomassie Brilliant Blau, Bromphenolblau, Triton X-100, Gerbu (Gaiberg): IPTG,
Ampicillin, Kanamycinsulfat, NBT, BCIP, Tween20, Molecular Probes (Leiden,
Niederlande): ToPro-3, PE Applied Biosystems (Warrington, UK): Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit, Promega (Madison, USA): TransFast Transfektionsreagenz, rRNasin, Dualer
Luciferase Assay, Roche (Mannheim) Complete-Protease-Inhibitor-Tabletten, Roth
(Karlsruhe): Agar, Ethidiumbromid, Dithiothreitol, Rotiphorese Gel 40, Roti-Load 4x konz.,
N-,N-,N"- N"-Tetramethylethylendiamin,  Sigma  (Deisenhofen):  Glutathion  (red.),
Tetracyclin, Chloramphenicol, Gesamt tRNA aus Hefe, Triethylamin

Alle anderen hier nicht aufgefuhrten Chemikalien wurden in p.a. oder vergleichbarer Qualitat
von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), und Sigma
(Munchen) bezogen.1

3.8 Sonstige Materialien

Amersham Biosciences (Freiburg): GST MicroSpin Purification Module NAP-25, Millipore
(Bedford, USA): Filter VSPWO02500, Roth (Karlsruhe): Rotilab-Mikrotiter-Platten,
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Spectra/Por-Dialyseschlauch (MWCO:3500), Sartorius (Go6ttingen): Minisart Sterilfilter
(0,22 um), Nunc (Wiesbaden): Mikrotiterplatten Polysorp 96F, Roche (Mannheim):
Streptavidin beschichtete Rohrchen, BioRad (Miinchen): Micro-Bio-Spin 30, Whatman
(Maidstone, England): Blotting Papier 3MM CHR, Falcon (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA): Culture Slides

3.9 Software

Zur Erstellung von Restriktionskarten, fir die Datenbanksuche sowie mMRNA
Sekundarstrukturvorhersagen wurden Programme des Wisconsin Packages verwendet
(Genetic Computer Group Inv., Version 9.0 (1996), Wisconsin, USA)

Die Auswertung der Sequenzierungen erfolgte mit ABI Prism Sequencing Analysis 3.4.1.
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4 Methoden

4.1 Kultivierung von Bakterien

Zur Anzucht von E. coli Stammen wurden je nach Bedarf 5 ml bis 2 | LB-Medium inokuliert
und bei 37 °C Uber Nacht bei 200 rpm (Schittler Infors HT, Infors AG, Bottmingen, CH)
geschuttelt. Wurden mehr als 50 ml Medium benétigt, erfolgte die Inokulation durch eine im
gleichen Medium gewachsene Vorkultur, wobei ein Hundertstel des Endvolumens zugegeben
wurde. Bei der Anzucht von Bakterien mit Plasmiden wurden dem Medium zusatzlich
Antibiotika (Tabelle 3-2) mit den in Kap. 3.4.1 vorgegebenen Endkonzentrationen zugesetzt.

Expressionsversuche von E. coli BL21(DE3)-Stammen mit pHIS-hCycT1(2724) erfolgten in
100 ml TB-Medium mit Ampicillin . Es wurde jeweils mit einer Ubernachtkultur (UNK) auf
eine optische Dichte bei 600 nm (ODggo) von 0,1 angeimpft und unter Schitteln bei 37 °C
inkubiert. Sobald eine ODgg zwischen 0,6 und 0,8 erreicht war, wurde der /acUV5-Promotor
durch Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert. Zur Analyse der
erfolgten Expression wurde vor und jeweils eine, zwei, drei sowie vier Stunden nach
Induktion ein Aliquot (1 OD/ml) der Kultur entnommen.

Fir eine Uberproduktion in groRerem MaRstab (zur Gewinnung von etwa 20 mg Protein)
wurden vier 1000 ml Erlenmeyerkolben mit jeweils 500 ml TB-Medium und Ampicillin wie
oben beschrieben mit dem Stamm E. coli BL21(DE3) pHIS-hCycT1(272A) beimpft und
induziert. Nach weiteren 4 Stunden wurde das Zellmaterial in einer Kihlzentrifuge (10 min,
5000 rpm, 4 °C) geerntet und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelagert.

Die Uberexpression von E. coli BL21-Stammen mit unterschiedlichen pGEX-tat-Varianten
wurde in 20 ml LB-Medium mit Ampicillin analog der Anzucht von HIS- hCycT1(2724)
durchgefuhrt.

Die Stammbhaltung der E.coli Stamme erfolgte entweder auf Agarplatten oder als
Glycerinkultur. Hierflir wurden Kulturen in der logarithmischen Wachstumsphase entweder
auf Agarplatten ausgestrichen, bei 4 °C gelagert und etwa alle 8 Wochen neu tberimpft oder
in LB-Medium mit 15 % Glycerin (v/v) bei -80 °C aufbewahrt. Trugen die Stimme Plasmide,
enthielten die Platten und LB-Medien das jeweilige Antibiotikum.

4.2 Bestimmung des Bakterientiters

Zur Bestimmung des Bakterientiters wurde in Mikrotiterplatten 100 pl LB-Medium vorgelegt
und durch Ubertragen von jeweils 10 pul (beginnend mit 100 pl unverdinnter
Bakteriensuspension) eine Verdiinnungsreihe bis 10 angelegt. Von den Verdiinnungen
wurden jeweils 20 pl auf eine LB-Platte mit den jeweiligen Antibiotika aufgetropft, 10 min
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bei RT getrocknet und bei 37 °C lber Nacht inkubiert. Am n&chsten Tag konnten die Tropfen
(,,Spots*) mit einzelnen Kolonien ausgezahlt und der Bakterientiter durch Multiplikation der
erhaltenen Koloniezahl mit dem 50-fachen Verdiinnungsfaktor ermittelt werden.

4.3 Produktion von Phagen
4.3.1 M13-Phagen

Zur Amplifizierung von M13-Phagen wurde mit einer Pasteurpipette ein einzelner
Phagenplaque von einer Platte mit einem Rasen von E. coli ER2738, die mit dem Phagen
infiziert waren, gepickt und damit eine 20 ml Kultur von E. coli ER2738 mit einer ODggo vOn
0,1 inokuliert und 4,5 Stunden bei 37 °C und 200 rpm geschittelt. Alle Medien enthielten
20 pg/ml Tetracyclin. Der Phagenuberstand wurde durch zweimaliges Zentrifugieren der
Bakterienkultur in einer Kiihlzentrifuge bei 5000 rpm und 4 °C gewonnen.

4.3.2 VCSM-Helferphagen

Zur Produktion von VCSM-Helferphagen wurde mit einer Pasteurpipette ein einzelner
Phagenplaque von einer Platte mit einem Rasen von E. coli XL1 Blue-Zellen, die mit dem
jeweiligen Phagen infiziert waren, gepickt. Die Platten sowie alle nachfolgenden Medien fir
die Prdparation von VCSM-Helferphagen enthielten zusatzlich 50 pg/ml Kanamycin. Mit
dem Plaque wurden 20 ml 2xLB-Medium inokuliert und tiber Tag bei 37 °C und 180 rpm
geschiittelt. Je 10 ml dieser Vorkultur wurden zu 500 ml 2xLB-Medium gegeben und Utber
Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Phageniiberstand durch
zweimaliges Zentrifugieren der Bakterienkultur in einer Kihlzentrifuge bei 8000 rpm und
4 °C gewonnen.

Die Anzucht von Bakterien mit Phagemiden erfolgte analog zu der Plasmide tragender Zellen
(Kap.4.1).

Fur die Gewinnung von Phagemid-Partikeln musste die Anzucht mittels Helferphagen
erfolgen, da das Phagemid nicht fur alle nétigen Strukturproteine kodiert.

4.3.3 Verpacken von pAK-Phagemiden

Fur die Gewinnung von pAK-Partikeln wurden 12 ml 2xYT (konz.)-Medium mit 3 ml
5xPhosphatpuffer (pH 7,0), 300 pl Glukose (50 %), 15 pl Tetracyclin und Chloramphenicol
in einem 200 ml Erlenmeyerkolben mit einer UNK von pAK tragenden E. coli XL1 Blue
Zellen zu einer ODgg von 0,1 inokuliert. Die Zellen wurden bei 37 °C und unter Schitteln
(200 rpm) bis zu einer ODggo von 0,6 inkubiert und anschliefend mit 30 pl eines VCSM-
Helferstammldsung (10* pfi/ml) versetzt. Nach Infektion der Zellen (15 min, ohne Schiitteln)
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wurde zu den Kulturen 24 ml 2xYT (konz.)-Medium, 6 ml 5xPhosphatpuffer (pH 7,0) sowie
30 pul Tet und Cm gegeben. Zur Expression der Gp3ss-Fusionsproteine wurde zusétzlich
IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM zugefugt. Die Kulturen wurden tber Nacht bei 26
bis 30 °C unter Schutteln inkubiert, wobei 2 h nach Induktion 50 mg/ml Kanamycin zugesetzt
wurde. Am nachsten Tag wurde der Uberstand mit Phagemid-Partikeln und Helferphagen
durch zweimaliges Zentrifugieren der Bakterienkultur (20 min, 5000 rpm, 4 °C) erhalten.

4.3.4 PEG-Fallung von Phagen

Die Konzentration von Phagenuberstanden erfolgte durch Zugabe von 0,2 Vol. PEG-L6sung
zu den jeweiligen Uberstanden. Phageniiberstande mit einem Volumen groRer 50 ml wurden
anschlieBend fir mindestens 2 h unter leichtem Schutteln auf Eis inkubiert. Die Phagen
wurden durch 40-minutiges Zentrifugieren bei 4 °C mit 5000 rpm prézipitiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde einmal in 1 -10 ml Bindungspuffer (pH 6,9) gelost
und erneut 20 min bei 4°C und 9000 rpm zentrifugiert. Das Phagenprézipitat wurde
anschlieBend mit Bindungspuffer (pH 6,9) in einem Hundertstel des urspringlichen
Kulturvolumens resuspendiert, mit 1 mM PMSF (Endkonzentration) versetzt und bei 4 °C
gelagert.

Kleine Mengen an Phagenuberstanden (bis zu 1,6 ml) wurden in 2 ml Reaktionsgefalien mit
0,2 Vol. PEG-L6sung versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und 20 min bei 4 °C, 13000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und das erhaltene Pellet in 100 pl
Bindungspuffer (pH 7,5) geldst. Danach wurde erneut 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert und
das Pellet mit Bindungspuffer (pH 7,5) in einem Finfzigstel des urspringlichen
Kulturvolumens resuspendiert.

4.3.5 Bestimmung des Phagentiters

Zur Titerung von Helferphagen und Phagemiden mit Antibiotikaresistenzen wurden die
»colony forming units* (cfiu's) bestimmt.

Hierfir wurde in Mikrotiterplatten 100 pl TBS vorgelegt und durch Ubertragen von jeweils
10 pl (beginnend mit einem unverdunnten Phagentberstand bzw. einer 1:10 Verdlnnung
PEG-prazipitierter Phagen) eine Verdiinnungsreihe bis 10™** angelegt. AnschlieRend wurden
100 pl E. coli XL1 Blue-Zellen zu den Verdinnungen pipettiert und 15 min bei 37 °C
inkubiert.

Zur Ermittlung der cfu’s wurden direkt 20 pl der Verdinnungen auf LB-Platten mit
Antibiotika (VCSM: Kan 50 pg/ml, pAK: Cm 34 pug/ml) getropft, 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Durch Auszéhlen der
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Tropfen mit Einzelkolonien konnte der Titer durch Multiplikation mit dem 50-fachen
Verdinnungsfaktor bestimmt werden.

4.4 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Zur Vermehrung eukaryotischer Zellen wurde das Medium (DMEM mit Zusétzen
(Kap.3.4.1)) von einem Zellmonolayer abgesaugt und zweimal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde 10 ml einer Trypsin/EDTA-L6sung zugegeben. Nach kurzem
Schwenken wurden 2 ml der abgelsten Zellen in frische 75 cm®Kulturflaschen (TPP,
Trasadingen, Schweiz) in denen 25 ml frisches Medium vorgelegt waren pipettiert. Die Zellen
wurden bei 37°C und 7,5 % (v/v) CO,-Atmosphére (CB150, WTB Binder, Tuttlingen) tber
drei bis vier Tage bebrutet.

4.5 Absorptionsmessung

Absorptionsmessungen im UV-VIS-Bereich wurden mit einem Uvikon 930 Zweistrahl-
Spektralphotometer (UV  Mini 1240, Shimadzu, Kyoto, Japan) bestimmt. UV-
Absorptionsspektren von Proteinen wurden in Quarzkivetten der Schichtdicke 1 cm (Hellma,
Mdllheim) durchgefiihrt. Fir Messungen im sichtbaren Bereich wurden Polystyrol-
Halbmikrokiivetten der Schichtdicke 1cm (Roth, Karlsruhe) verwendet. Der gewdhlte
Messbereich lag zwischen 0,1 und 0,8 Absorptionseinheiten. Losungen mit hoheren Werten
wurden entsprechend mit dem jeweiligen Referenz-Medium bzw. Puffer vorverdiinnt.

4.5.1 Bestimmung der Bakteriendichte

Trubungsmessungen von Bakterienkulturen erfolgten bei 600 nm, wobei 1 Absorptionseinheit
(ODgoo) einer Bakteriendichte von etwa 1x10° Zellen/ml entspricht.

4.5.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Zur Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen wurde die Absorption der jeweiligen
Losungen bei 260 nm (Aze) ermittelt. Dabei gilt im allgemeinen, dass 1 Azso einer dSDNA-
Menge von 50 pg, einer ssDNA-Menge von 33 pug sowie einer RNA-Menge von 42 ug
entspricht (Sambrook et al. 1989). Bei Nukleinséurelosungen mit einem guten Reinheitsgrad
liegt der Quotient von Agge/Azgo zwischen 1,7 und 2,0.

Da Absorptionsmessungen keine Rickschlusse auf die Art der Nukleinséurespezies zulassen
(z.B. Verunreinigung einer Plasmidpréparation mit genomischer DNA oder RNA) wurden
DNA-Proben zusatzlich optisch im Agarosegel (Kap. 4.8.1) Gberpriuft. Hier konnte ebenfalls
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die Konzentration grob, durch Vergleich der Intensitdten der Ethidiumbromid-gefarbten
Proben mit einem Molekulargewichtsstandard bekannter Konzentration, ermittelt werden.

Fur die exakte Konzentrationsbestimmung von Ribonukleinséuren, die Sekundérstrukturen
ausbilden, wurde der molare native Extinktionskoeffizient des jeweiligen Molekiils bei
260 nm (€260nat) Verwandt. Die Ermittlung von €60nat €rfolgte nach Gleichung 4-1 durch den
Vergleich der Absorptionen der nativen RNA und der RNA nach Totalhydrolyse. Hierfur
wurde zuerst die Azgonat der RNA-LGsung bestimmt. Anschlielend wurden zu der Probe 5 pl
10 M NaOH pipettiert, 30 min bei 90 °C inkubiert und die Agsogenat der entstandenen
Nukleotidldsung bestimmt. Der molare Extinktionskoeffizient (€2604enat) der Nukleotidlésung
lie} sich durch Addition tabellierter Werte (Puglisi und Tinoco, 1989) flr die einzelnen
Nukleosid-5’-monophosphate und der Sequenz der Nukleinsduremolekiils berechnen. Somit
ergab sich €60nat aus folgender Gleichung.

4 (&
€ 1ur260 = 260nat — 260denat (Gleichung 4-1)

A260denat

War &x0nat Tlr ein bestimmtes Nukleinsauremolekil bekannt, konnte die Konzentration der
nativen Nukleinsaurelésung durch Messung der Azsy mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetz ermittelt werden.

_A
T e [d

nat

c (Gleichung 4-2)
mit: ¢, Konzentration [M]; A, Absorption; d, Schichtdicke der Kiivette [cm] und €4, molarer
Extinktionskoeffizient des nativen Molekiils [M™cm™]

4.5.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Fur die Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde der molare native
Extinktionskoeffizient bei 280 nm (€20nat) des jeweiligen nativen Proteins herangezogen. Der
molare native Extinktionskoeffizient wurde mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten
des entfalteten Proteins bei 280 nm (€2g06anHc)) UNd dem Verhdltnis der Absorption des
nativen und entfalteten Protein bei 280 nm (Azgonat bZW. Azgocanncl) Nach folgender Formel
bestimmt (Gill & von Hippel, 1989).

A (& .
Sna1280 — 280nat 280GdnHCI (Glelchung

AZSOGdnHCl

4-3)

€280GdnHel €rgibt sich durch Addition tabellierter Werte (Gill und Hippel, 1989) fur jeden
Tryptophanrest (5690 M*cm™), Tyrosinrest (1280 M*cm™) und vorhandenen Cysteinrest
(120 M™*cm™) in der Aminosauresequenz des Proteins.
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Mit der Annahme, dass €xgocantct [ €2s0mat (Gill and von Hippel, 1989) konnte nun die
Konzentration von Proteinen durch Messung der Absorption bei 280 nm bestimmt werden.
Hierfur galt ebenfalls das Lambert Beer’sche Gesetz (Gleichung 4-2).

4.6 Fluoreszenzspektroskopische Messungen

Die Aufnahme von Fluoreszenzspektren erfolgte an einem LS50B (Perkin-Elmer)
Spektropolarimeter in Standard-Fluoreszenzkivetten aus SUPRASIL Quarzglas (d=1cm,
Hellma, Mullheim) in einem Volumen von 2 ml. Die Messung Fluorescein-gelabelter Peptide
erfolgte unter Rihren in 5 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, 50 mM NaCl bei einer
Excitationswellenldnge von 495 nm und einer Emissionswellenldnge von 520 nm. Fur einen
Messpunkt wurden 589 Datenpunkte in einer Minute aufgenommen und gemittelt. Flr jeden
Messpunkt wurde eine Nullpunktkorrektur durchgefiihrt. Die Konzentration der Peptide
wurde durch eine Messung bei 495 nm (dem Absorptionsmaximum von Fluorescein)
bestimmt.

4.6.1 Bestimmung von Dissoziationskonstanten (Kp) mit Fluoreszenzmessungen

Die Bestimmung der Dissoziationskonstanten (Kp) aus Fluoreszenzdaten wurde durch
nichtlineares Fitten der Kurven mit dem Programm SigmaPlot (Vers. 6.0) durchgefiihrt. Die
Berechnung des Kp, erfolgte mit folgender Gleichung:

F= Fmin +
2 Eges
(Gleichung 4-4)
Variablen:

Eges: Konzentration des vorgelegten Fluorophors
Cges : KONZzentration der titrierten Komponente
Fmin: minimal beobachtete Fluoreszenz

Fmax: maximal beobachtete Fluoreszenz

Kp: abgeschétzte Dissoziationskonstante
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4.7 Zentrifugation

Zentrifugationen wurden in Abh&ngigkeit von Volumina, Geschwindigkeit und Temperatur in
folgenden Zentrifugentypen durchgefihrt:

Tischzentrifuge Sigma 2K15 (Sigma, Osterode) fir Probenvolumina bis 2,0 ml unter Kiihlung
bis max. 13000 rpm.

Tischzentrifuge Biofuge 13 (Hereus, Hanau) fir Probenvolumina bis 1,5 ml bei RT bis max.
13000 rpm.

Kihlzentrifuge Sorvall RC50 Plus (Hereus, Hanau) fur Probenvolumina bis 30 ml mit einem
SS34 Rotor bis max. 18000 rpm, fur Probenvolumina bis 500 ml mit einem GSA Rotor bis
max. 9000 rpm unter Kiihlung und fur Deep-well-Platten (96 x 2,0 ml) und Mikrotiterplatten
(96 x 0,3 ml) mit einem SH-3000 Rotor bis max. 4300 rpm.

Tischzentrifuge Hettich 35R (Hettich, Tuttlingen) mit einem Ausschwingrotor Typ 1424A fir
Probenvolumina bis 50 ml und max. 5000 rpm.

4.8 Elektrophoretische Verfahren
4.8.1 Agarosegelelektrophorese

Agarosegelelektrophoresen  wurden zur Kontrolle von Plasmidpraparationen und
Restriktionsreaktion sowie zur praparativen Gewinnung von DNA-Fragmenten durchgefuhrt.
Je nach Probenvolumen und Anzahl wurden Gele der GréRBe 5cm x 7,5 ¢cm, 7,5 cm x 10 cm
oder 20 cm x 20 cm (GNA-100, bzw. GNA-200, Amersham Biosciences, Freiburg) gegossen.
Agarose wurde in Konzentrationen von 0,8 bis 3 % (w/v) durch Aufkochen in 1XTAE-Puffer
geldst, mit 5 ul einer 1 %igen Ethidiumbromidlésung pro 100 ml Agaroseldsung versetzt. Flr
analytische Gele wurde Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf), fur préparative Gele wurden
‘low melting Agarosen’ der Firmen Biozym (Hess. Oldendorf) verwendet. Die Proben wurden
jeweils mit 1/5 Volumen Auftragspuffer (50 mM EDTA, 50 % (v/v) Glycerin, 0,15 % (w/v)
Bromphenolblau, 0,15 % (w/v) Xylencyanol) vermischt und in die Geltaschen pipettiert.

Als Léangenstandard wurde Hindlll restrigierte (Kap. 4.12.1) DNA des Bakteriophagen A
(Fragmentgroen: 23,13; 9,416; 6,557; 4,361; 2,322; 2,027; 0,564; 0,125 kb) oder Mspl
verdaute pUC19-DNA (FragmentgrofRen: 0,501; 0,489; 0,404; 0,331; 0,242; 0,190; 0,147;
0,111; 0,110; 0,067; 0,034; 0,034; 0,026 kb) eingesetzt.

Die Elektrophorese wurde bei konstant 90 V (5 cm x 7,5 ¢cm), 100 V (7,5 cm x 10 cm) bzw.
130V (20 cm x 20 cm) durchgefuhrt. Die DNA-Banden wurden anschlieend durch
Fluoreszenz auf einem  Transilluminator sichtbar gemacht wund mit einem
Geldokumentationssystem (BioDocll, Biometra, Goéttingen) festgehalten.
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4.8.2 Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophorese

Harnstoff-Polyacrylamidgelelektrophoresen (Harnstoff-PAGE) wurden zur Uberpriifung
kauflich erworbener RNA’s oder DNA-Oligonukleotiden eingesetzt.

Analytische Harnstoff-Polyacrylamidgele wurden zwischen Gelplatten der GroRe 16 cm X
18 cm und einer Dicke von 0,75 mm gegossen. Es wurden 15 % Acrylamidgele, die 0,6 %
(w/v) N, N’-Methylenbisacrylamid und 8,3 M Harnstoff in 1xTBE-Puffer enthielten,
verwendet. Fir die Herstellung der Gele wurden Fertiglosungen der Firma Roth (rothiphorese
Sequenziergel-Losungen) eingesetzt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 8 pl N-,
N-,N"-,N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 160 ul APS gestartet. Die Proben
wurden in 1XTBE-Puffer mit 8,3 M Harnstoff aufgenommen und die Elektrophorese in
IXTBE-Puffer in einer Hoefer SE400-Kammer (Amersham Biosciences) bei konstant 800 V
fur ca. 2 h durchgefuhrt. Nach dem Lauf wurde das Gel mit Ethidiumbromid (Kap.4.9.3)
gefarbt.

4.8.3 Native Polyacrylamidgelelektrophorese

Die native PAGE wurde fir Protein-RNA-Bindungsexperimente (Gelretardation) mit
radioaktiv markierter RNA eingesetzt. Es wurden 4 % Gele der GrélRe 16 cm x 16 cm in einer
Dicke von 1 mm mit einer Losung aus 4 % Acrylamid, 0,1875 % Bisacrylamid, 5 % Glycerin
in TG gegossen. Nach Sterilfiltration der Losung erfolgte die Polymerisation nach Zugabe
von 20 pl TEMED und 200 pl APS. Nach einer Stunde wurde ein Vorlauf von 30 min bei
150 V gestartet. Um das Einsinken der Proben in die Taschen zu gewahrleisten waren alle
Proben mit 12 % (v/v) Glycerin versetzt. Die Elektrophorese wurde fir 75 min bei 200 V
durchgefiihrt. Nach dem Lauf wurde das Gel auf Whatman 3 MM Papier gelegt und mit
Plastikfolie abgedeckt. AnschlieBend wurde fir 16 Stunden eine BAS-IlIs-Platte (Fuji,
Edison, NJ, USA) aufgelegt und diese im Phospho-Imager (Fujix BAS1000, Fuji, USA)
detektiert.

4.8.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Denaturierende Elektrophoresen mit Natriumlaurylsulfat (SDS-PAGE) wurden zur
analytischen Trennung von Proteingemischen verwendet. War ein Trennbereich zwischen
10 kDa und 100 kDa nétig, wurden 15 %ige Gele im diskontinuierlichen System (Laemmli,
1970) gefahren. Es wurden Gele der GrofRe 10 cm x 10,5 cm und einer Dicke von 0,75 mm
gegossen und in einer Mighty Small 11 SE260 Gelelektrophorese-Kammer (Hoefer/
Amersham Biosciences, Freiburg) gefahren.
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Das Trenngel bestand aus 17,5% bzw. 20% (w/v) Acrylamid, 2,7 % (w/v) N, N’-
Methylenbisacrylamid, 0,1 % (w/v) SDS und 375 mM Tris/HCI, pH 8,8. Das Sammelgel
bestand aus 8 % (w/v) Acrylamid, 0,21 % (w/v) N, N’-Methylenbisacrylamid, 0,1 % SDS und
125 mM Tris/HCI, pH 6,8. Die Polymerisation wurde durch 8 ul TEMED und 40 pl einer
10 % (w/v) APS-L6sung pro 20 ml Gel gestartet.

Jeweils 10 pl der zu trennenden Proteinprobe (bis max. 20 pug Protein) wurden mit 2,5 pl
Probenpuffer (Roti-Load 4x konz.) versetzt. Sollte die Proteinzusammensetzung von
Bakterienzellen untersucht werden, bestand die Probe aus dem Zellpellet von 0,2 ODgg einer
Bakteriensuspension. Die Proben wurden vor dem Auftrag fir mindestens 5 min bei 95 °C
inkubiert. Die Elektrophorese erfolgte in einem Laufpuffer mit 50 mM Tris, pH 8,3, 385 mM
Glycin und 0,1 % (w/v) SDS bei konstant 20 mA fiir etwa 1 h.

Zur Bestimmung der Molekulargewichte wurde jeweils 5 pl Standard (Kap.3.5) verwendet.

Die Gele wurden unmittelbar nach der Elektrophorese je nach Proteingehalt einer Coomassie-
Blau-Farbung (Kap.4.9.1) oder einer Silberfarbung (Kap.4.9.2) unterzogen.

4.9 Farben von Proteinen und DNA
4.9.1 Coomassie-Blau-Farbung

Die Farbung mit Coomassie-Blau wurde fur das Sichtbarmachen von Proteinmengen groRer
1 pg verwendet. Hierfir wurden die Gele unmittelbar nach der Elektrophorese 30 min in
Farbelosung (0,05 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 45 % (v/v) Methanol, 9,2 %
Essigsdure), anschlieBend 30 min in Entfarbeldsung I (25 % (v/v) Methanol, 1% (v/v)
Essigsdaure) und bis zum volligen Entfarben des Gelhintergrundes in Entfarbeldsung 11 (5 %
(v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsaure) bei 30 rpm geschiittelt.

4.9.2 Silberfarbung

Zum Nachweis geringer Protein- und Peptidmengen (10ng) wurde eine schnelle
Silberfarbung ohne Glutaraldehyd-Fixierungsschritt durchgefihrt (Bloom et al., 1987). Das
Gel wurde fur 10 min in Formaldehyd-Fixierlésung (40 % (v/v) Methanol, 0,0185 % (v/v)
Formaldehyd) eingelegt, zweimal 5 min mit H,O gewaschen und fir 1 min in 0,02 %
Natriumthiosulfatlésung geschwenkt. Nach zweimaligen Waschen fir 20 s in H,O wurde das
Gel 10 min in einer 0,1 % Silbernitratldsung gefarbt. Nach kurzem Waschen mit H,O wurde
durch Zugabe von formaldehydhaltiger Entwicklerlosung (3 % (w/v) Natriumcarbonat,
0,0004 % (w/v) Natriumthiosulfat, 0,0185 % (v/v) Formaldehyd) der Entwicklungsprozel}
gestartet. Nach Sichtbarwerden der Proteinbanden (1-15 min) wurde die Reaktion durch
Zugabe eines gleichen Volumens 3 M Zitronenséure gestoppt. Nach 10 min Inkubation wurde
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das Gel fir weitere 10 min in H,O gewaschen und dann in Trockenlosung (10 % (v/v)
Ethanol, 4 % (v/v) Glycerin) gelagert.

4.9.3 Ethidiumbromid-Farbung

Analytische Harnstoff-Polyacrylamidgele wurden 15 min in einer 0,0001 %igen (w/v)
Ethidiumbromid-Ldsung geféarbt. AnschlieBend wurde die Gelmatrix tber 30 min in H,O
entfarbt.

4.10 Fallung und Reinigung von Nukleinsduren
4.10.1 Ethanolprazipitation

Zur Féllung von DNA aus wassrigen Losungen wurden diese mit 2,5 Volumen vorgekiihltem
2 M Ammoniumacetat in 99 % Ethanol vermischt. Gefallt wurde fur mindestens 1 h. Die
DNA wurde dann durch Zentrifugation (13000 rpm, 20 min, 4 °C, bzw. bei Microtiterplatten
4300 rpm, 1 h, 4 °C) prazipitiert. Zur Entfernung von (berschussigem Salz wurde das DNA-
Pellet zweimal mit kaltem 70 %igem Ethanol gewaschen und Uber 20 min an der Luft
getrocknet. AnschlieRend wurde die DNA in einem geeignetem Volumen TE-Puffer oder H,O
aufgenommen.

4.10.2 Reinigung uber Silikagel

DNA-modifizierende Enzyme sowie Salze konnten einfach durch den Einsatz von Silikagel
(QIAEX I1, Qiagen, Hilden oder Nucleotrap Extraktion Kit, Macherey-Nagel, Diiren) aus der
DNA-L6sung entfernt werden. Die Methode beruht auf der Bindung von DNA an Silicagel,
die nur bei Anwesenheit einer hohen Konzentration chaotroper Salze stattfinden kann, da
diese die Struktur von Wasser modifizieren (Hamaguchi, 1962). Dabei konnte gleichzeitig das
VVolumen auf minimal 30 pl eingeengt werden. Die Reinigung erfolgte wie vom Hersteller
beschrieben (QIAEX Il Handbuch, Qiagen, Hilden, bzw. Nucleotrap Handbuch, Macherey-
Nagel, Duren). Eluiert wurde mit 30-50 pul 1 mM Tris/HCI, pH 8,0.

4.10.3 Mikrodialyse

Zum Entsalzen von DNA aus Ligationsansatzen wurden diese einer Mikrodialyse auf einem
VSWP02500 Filter (Millipore, Bedford, USA) gegen H,O fir 20 min bei RT unterzogen.
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4.11 Praparation von Plasmid-DNA
4.11.1 Praparation tiber Anionenaustauschchromatographie

Zur Praparation plasmidaler und Phagen-ssDNA fiir Sequenzierreaktionen (20 ug Malstab)
wurden erwerbliche Kits (QIAprep 96 M13, bzw. NucleoSpin Multi96 Plus) verwendet. Es
wurde nach dem Protokoll der Hersteller vorgegangen und die DNA mit 100 pl 10 mM
Tris/HCI, pH 8,0 eluiert. Zur Praparation groRerer Mengen Plasmid-DNA (100 pg MaRstab)
wurden ebenfalls erwerbliche Kits (Plasmid Mini Kit, bzw. Plasmid Midi Kit, Qiagen, Hilden
oder Nucleobond AX20, bzw. Nucleobond AX100, Macherey-Nagel, Duren) verwendet. Die
Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte wie vom Hersteller empfohlen (Qiagen Plasmid
Handbuch, Qiagen, Hilden, bzw. Nucleobond Handbuch, Macherey-Nagel, Diren). Die
trockene DNA wurde in 40 pl (Mini-Kit) oder 150 pl (Midi-Kit) H,O aufgenommen.

4.12 Enzymatische Modifikationen
4.12.1 Restriktion

Fur den Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen vom Typ Il wurde die jeweilige
DNA-Lo6sung (0,1 - 0,5 ug DNA/ul) mit dem vom Hersteller empfohlenen Puffer versetzt.
Pro pg DNA wurden 1 bis 20 U Enzym eingesetzt. Fir eine vollstdndige Restriktion wurden
die Ansédtze mindestens 1 h, teilweise auch Uber Nacht, beim Temperaturoptimum des
Enzyms inkubiert. Sollte die DNA anschliel’end weiteren enzymatischen Schritten unterzogen
werden, wurden Puffer und Enzym mittels QIAEX Il (Kap. 4.10.2) entfernt. Die
Vollistandigkeit einer Restriktion wurde durch Agarosegelelektrophorese (Kap. 4.8.1)
uberpraft.

4.12.2 Phosphorylierung von 5’-Enden

Zur Phosphorylierung von Oligonukleotiden wurden 10 bis 100 pmol Oligonukleotid
(Endkonzentration 10 pM) mit 100 uM ATP und 2 bis 10 U T4-Polynukleotidkinase (PNK,
MBI, Vilna, Littauen) in 10 mM Tris/HCI, pH 7,6,20 mM MgCl,, 100 mM KCI, 1 mM [3-
Mercaptoethanol fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Die PNK wurde durch 10 min Inkubation bei
70 °C inaktiviert und anschlieRend (iber eine MicroSpinColumn (Kap. 4.16.2) abgetrennt. Die
phosphorylierten Proben wurden bei —20 °C gelagert.

4.12.3 Dephosphorylierung von 5’-Enden

Dephosphorylierungsreaktionen wurden mit 1U alkalische Phosphatase (calf inestine
phosphatase, CIAP, MBI, Vilna, Littauen) pro pg DNA in Dephosphorylierungspuffer
(10 mM Tris/HCI, pH 8,3, 1 mM ZnCl,;, 1 mM MgCl,, 100 mM NacCl) durchgefuhrt. Zur
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Entfernung von 5’-iberhdngenden Phosphatgruppen wurde nach 30 min Inkubation bei 37°C
eine weitere Einheit CIAP zupipettiert und nochmals 30 min bei 37 °C inkubiert. Bei der
Behandlung von stumpfen oder 3’-tiberhdngenden Enden wurde der Ansatz jeweils 15 min
bei 37 °C und 15 min bei 56 °C inkubiert. Enzym und Puffer wurden durch Verwendung von
MicroSpinColumns (Kap. 4.16.2) entfernt.

4.12.4 Ligation

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurden 50 —100 ng Vektor-DNA eingesetzt und ein
Vektor:Insert-Verhaltnis von 1:3 bis 1:10 gewahlt und fur jede Anwendung optimiert. Fir die
Klonierung von Bibliotheken wurden entsprechend hohere Vektormengen eingesetzt. Die
Ligation erfolgte bei 16 °C mit 1 U T4-Ligase je 200 ng Vektor-DNA in 50 mM Tris/HCI,
pH 7,6, 10 mM MgCl,;, 1 mM ATP, 1 mM DTT, 5% (w/v) PEG 8000 uber Nacht. Nach
Hitzeinaktivierung der Ligase (10 min, 65°C) wurde der Ansatz durch Mikrodialyse
(Kap.4.10.3) entsalzt und konnte dann in Bakterienzellen ibertragen werden.

4.13 Annealing von Oligonukleotiden

Agquimolare Mengen (100 bis 250 pmol) der zu annealenden DNA-Strange wurden 5 min in
50 pl 100 mM NaCl bei 95 °C temperiert und anschlieBend tber 2-3 h langsam auf RT
abgekdhlt.

4.14 Anwendungen der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erlaubt eine selektive, enzymatische Anreicherung von
DNA-Fragmenten in vitro (Saiki et al., 1985).

4.14.1 PCR mit Linker-Primern

Fur die Klonierung einer Bibliothek wurde ein randomisiertes sSDNA-Ausgangsfragment
mittels einer PCR vervielféltigt. Durch den Einsatz von Linker-Primern wurden passende
Schnittstellen fir eine Klonierung in das Zielplasmid generiert. Ein Anhangen von zusétzlich
8 bis 10 Nukleotiden vor die Erkennungsstelle gewahrleistete, dass dem Enzym geniigend
Raum fir die Anheftung an die DNA zur Verfugung stand.

In einem 50 pl Ansatz wurden 50-100 ng Plasmid-DNA, 5°-Primer bzw. 3’-Primer (dquimolar
zwischen 0,1 und 1 pM) und 20-200 uM jedes dNTP’s in 10 mM KCI, 20 mM Tris/HCI,
pH 8,8, 10 mM (NH,),SO,, 0,1 % Triton X-100, 1-5 mM MgSO, gemischt. Die Zugabe von
3 U Vent-DNA-Polymerase (New England Biolabs, Schwalbach/Taunus) erfolgte nach 5 min
Denaturierung des DNA-Templates bei 95 °C. Standardmallig wurden jeweils 25 Zyklen aus
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30 s Denaturierung bei 95 °C, Primer-Annealing und Primer-Verlangerung gefahren (iCycler,
BioRad, Miinchen, Deutschland). Die Primer wurden 15-30 s bei einer Temperatur, welche
5 °C unter der Schmelztemperatur (T,) des zuerst schmelzenden Primers lag, annealt. Die
Verlédngerung der Primer (Extension) erfolgte bei 72 °C Uber einen Zeitraum von 6-10 s pro
100 bp.

Die Berechnung des Tp,-Wertes erfolgte nach folgender Formel:

T, =69,4+0,41{% GC - Gehalt) - — 650 — (Gleichung 4-5)
Oligonukleotidlange

Nach erfolgter Amplifikation wurde ein Zehntel des PCR-Ansatzes durch
Agarosegelelektrophorese (Kap.4.8.1) Uberpriift. Die Proben wurden entweder mittels
»QIAEX Il Purification Kit“ (Kap.4.10.2) von Enzym und Puffer oder durch Praparation des
PCR-Amplifikates aus einem Agarosegel (Kap.4.8.1) zusatzlich vom Ausgangsplasmid,
befreit. Zur Bestimmung der Ausbeute wurde 1/10 des gereinigten Fragmentes auf einem
Agarosegel analysiert (Kap.4.8.1).

4.14.2 Kolonie-PCR

Bakterienkolonien konnten auf erfolgreiche Klonierung ohne Praparation der plasmidalen
DNA (berpriift werden. Als Primer dienten Oligonukleotide, die stromaufwarts bzw.
stromabwarts des klonierten Fragmentes hybridisierten.

In einem diunnwandigen PCR-Reaktionsgefa wurden je 0,4 uM der beiden Primer, 200 uM
jedes dNTP’s, 2 mM MgCl,, 10 mM Tris/HCI, pH 8,8, 50mM NaCl, 0,08 % Nonidet P-40
und 0,4 mg BSA/mI vorgelegt. Mit einem sterilen Zahnstocher wurde vorsichtig eine gut
separierte Bakterienkolonie in den PCR-Ansatz Uberflihrt. Nach 5 min Denaturierung bei
95 °C wurden 3 U Tag-DNA-Polymerase (MBI-Fermentas, Vilna, Litauen) zupipettiert und
25 Zyklen mit 30 s Denaturierung bei 95 °C, 20 s Primer-Annealing bei 50 °C und 1 min
Primer-Verlangerung bei 72 °C durchgefihrt.

4.14.3 Ortsspezifische-Mutagenese durch 2-Schritt-PCR

Zum Austausch einer einzelnen Base wurde diese Mutagenesemethode (Landt et al., 1990)
eingesetzt. In einer ersten PCR wurden die Komponenten wie in Kap. 4.14 beschrieben
gemischt und amplifiziert. Dabei enthielt der 5’-Primer die gewinschte
Nukleotidveranderung. Das PCR-Produkt wurde mittels Agarosegelelektrophorese
(Kap.4.8.1) von der Plasmid-DNA getrennt, aus dem Gel prépariert (Kap.4.16.1) und in 40 pl
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H,0 aufgenommen. Die zweite PCR wurde in einem 100 pl MaRBstab durchgefiihrt, wobei das
erste PCR-Produkt als ,,Doppelstrang-Primer” eingesetzt wurde. Der Gegenstrangprimer
wurde halb so konzentriert eingesetzt wie die Primer in der ersten PCR. Die
Reaktionsprodukte wurden erneut mittels Agarosegelelektrophorese (Kap.4.8.1) getrennt , das
Fragment der richtigen GroRe aus dem Gel prépariert (Kap.4.16.1) und in 40 pl H,O
aufgenommen. Zur Bestimmung der Ausbeute wurden 4 pl des gereinigten Fragment
gelelektrophoretisch analysiert (Kap.4.8.1).

4.15 Kassettenmutagenese

Sollten  mehrere  Aminosduren gleichzeitig ausgetauscht werden, wurde eine
Kassettenmutagenese durchgefiihrt. Als Kassette dienten jeweils zwei zueinander
komplementare synthetische Oligonukleotide. Die Enden waren so konstruiert, dass nach
Annealing der nétige Uberhang fiir eine Ligation mit restrigiertem Vektor vorlag.

Fur die Kassettenmutagenese wurde 1 pug des Vektors, der das zu mutierende Gen enthielt mit
den jeweiligen Enzymen restrigiert (Kap.4.12.1), gereinigt (Kap.4.10.2) und in einem
Agarosegel analysiert (Kap.4.8.1). Jeweils 100 pmol des (+)-Strang- und des (-)-Strang-
Oligonukleotid wurden in einem Volumen von 50 pl annealt (Kap.4.13). AnschlielRend
wurden 50 ng restrigierter Vektor und 50 pmol Oligonukleotidkassette in einem 20 pl Ansatz
uber Nacht ligiert (Kap.4.12.4).

4.16 Reinigung von DNA-Fragmenten
4.16.1 Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Abtrennung unerwiinschter DNA-Spezies nach PCR (Kap.4.14) oder Restriktion (Kap.
4.12.1) wurden die Ansétze einer prdparativen Agarosegelelektrophorese (Kap.4.8.1)
unterzogen. Das gewinschte DNA-Fragment wurde nach Ethidiumbromid-Farbung
ausgeschnitten und die DNA auf unterschiedliche Weise wiedergewonnen.

StandardméRig wurde die DNA mit Hilfe des ,,QIAEX Il Gel Extraction Kit* (Qiagen,
Hilden) nach den Angaben des Herstellers gereinigt und in 50 pl H,O aufgenommen.

Sollte das DNA Fragment fiir die Klonierung einer Bibliothek eingesetzt werden, wurde eine
»-low melting point“ Agarose eingesetzt (NueSieve GTG, Biozym, Hess. Oldendorf).
AnschlieRend wurde die DNA anhand des QIAEX II- Protokolls aus dem Gel gereinigt und in
50 pl 1 mM Tris/HCI, pH 8,0 aufgenommen.
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4.16.2 Reinigung tUber Polyacrylamidgel

Zum Umpuffern und Entsalzen von DNA wurde diese (iber MicroBioSpin 30 Sdulen, die mit
10 mM Tris/HCI, pH 7,4 (BioRad, Miinchen) equilibriert waren, nach Angaben des
Herstellers gereinigt. Hierbei wurden gleichzeitig Enzyme und Oligonukleotide kleiner als 12
Basenpaare entfernt.

4.17 Sequenzierung von DNA

Fur die Sequenzierung von DNA wurde 1 pg DNA préapariert (Kap.4.11.1). Fir die
Sequenzierreaktion wurden 400 ng DNA in 6 pl H,O mit 4 ul Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (PE Applied Biosystems, Warrington, UK) und 1 pl Sequenzierprimer
(5 pmol/ul) gemischt und einer PCR unter folgenden Bedingungen unterzogen: Nach 5 sec
Denaturierung bei 95 °C begannen 30 Zyklen mit 30 sec Denaturierung bei 95 °C, 10 sec
Primer-Annealing bei 55 °C und 4 min Primer-Verlangerung bei 60 °C durchgefuhrt.

Anschliefend wurden die Kettenabbruchprodukte mit Ethanol prazipitiert (Kap.4.10.1) und
nach Trocknung in 3 ul Ladepuffer (20 mM EDTA, pH 8,0, 6mg/ml BlueDextran in
Formamid) aufgenommen. 2 ul der Probe wurden einer denaturierenden Harnstoff-PAGE in
einem ABI Prism 377 DNA Sequencer (PE Applied Biosystems, Warrington, UK)
unterzogen. Dabei kamen 4%ige Gele zum Einsatz.

4.18 Ubertragung von DNA

Zum Ubertragen von Plasmid-DNA in Bakterienzellen wurde sowohl die CaCl,-Methode
(Cohen et al., 1972) als auch Elektroporation (Dower et al., 1988) verwendet.

In Fallen, in denen nur geringe Transformationseffizienzen nétig waren (Ubertragen eines
Plasmids auf einen Bakterienstamm), wurde die CaCl,-Methode eingesetzt. Waren hohe
Transformationseffizienzen notig, wie z.B. bei der Klonierung von Bibliotheken wurden die
Bakterien einer Elektrotransformation (Elektroporation) unterzogen.

4.18.1 Transformation von Bakterien mit der CaCl,-Methode
Die chemische Transformation von Bakterien erfolgte nach Hanahan, 1983.

Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 50 ml LB-Medium mit einer UNK auf eine
ODggo von 0,1 angeimpft, bis zu einer ODgy von 0,6-0,8 bei 37 °C inkubiert, die Zellen
anschlieBend durch Zentrifugation bei 5000 rpm fur 10 min bei 4 °C pelletiert, in 20 ml
eiskalter CaCl,-Losung (50 mM CacCl,, 10 mM RbCI, 15 % (v/v) Glycerin, 10 mM Tris/HCI,
pH 8,0) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Die Zellen wurden in 10 ml der Ldsung
aufgenommen und mindestens 1 h auf Eis inkubiert. Nach Zentrifugation wurde das Pellet in
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1 ml CaCl,-Losung resuspendiert und in 50 pl Aliquote geteilt. Die Zellen konnten direkt fir
eine Transformation eingesetzt oder bei -80 °C bis zu einem Jahr gelagert werden.

Fur die Transformation wurden zu 50 pl kompetenter Zellen 20-100 ng Plasmid-DNA
pipettiert und der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert. Nach 90 s bei 42 °C, gefolgt von 2 min
Inkubation auf Eis wurde 1 ml SOC-Medium zu den Zellen gegeben und der Ansatz fiir 1 h
bei 37 °C geschuttelt. Anschlielend wurden direkt 100 pl der transformierten Bakterien sowie
eine 1:100 und eine 1:1000 Verdinnung des Ansatzes auf das jeweilige Selektivmedium
ausplattiert. Die restliche Bakteriensuspension wurde durch Zentrifugation (1 min, 10000
rpm, 4 °C) konzentriert und auf eine weitere Platte mit Selektivmedium aufgebracht. Die
Platten wurden uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank (B6000, Hereus, Hanau) inkubiert.

4.18.2 Elektroporation von Bakterien

Fur die Praparation elektrokompetenter E. coli-Zellen wurde 1 1 LB-Medium mit einer UNK
auf eine ODggo von 0,1 inokuliert und bis zu einer ODgy Von 0,5 bis 0,7 bei 37 °C geschdittelt
(200 rpm). Die Zellen wurden in vorgekihlten Zentrifugenbechern pelletiert (15 min,
4000 rpm, 4 °C) und im weiteren Verlauf immer auf Eis gehalten. Das Medium wurde
vollstandig abgezogen und das Zellpellet vorsichtig in 11 Glycerinlésung (10 % (v/v))
resuspendiert. Die Bakterien wurden erneut wie oben abzentrifugiert und zuerst in 500 ml
sowie anschlielend in 250 ml Glycerinldsung aufgenommen und erneut pelletiert. SchlieBlich
wurden die Bakterien in 3 ml Glycerinlésung resuspendiert (ca. 1-3x10™ Zellen/ml) und in
40 pl Aliquote geteilt. Die Zellen konnten direkt flr eine Elektroporation eingesetzt oder bei
-80 °C bis zu einem Jahr gelagert werden.

Fur die Elektroporation wurden 10-1000 ng Vektor-DNA bei maximal 3 pul Volumen in
vorgekihlte Elektroporationskiivetten (1 0,1 cm, Bio-Rad, Minchen) pipettiert, 40-80 pul
elektrokompetente Zellen zugemischt und 2 min auf Eis inkubiert. Die Kuvette wurde in
einen ebenfalls vorgekihlten Schlitten eingesetzt und sofort in die Schockkammer des
Elektroporators (E. coli Pulser, Bio-Rad, Miinchen) eingeftihrt. Der Puls erfolgte mit 1,8 kV.
Die Bakterien wurden sofort vorsichtig mit 1 ml auf RT temperiertem SOC-Medium
vermischt, in ein 2 ml Reaktionsgefall tberfihrt und bei 37 °C unter Schutteln (200 rpm) fur
1 h inkubiert. Die elektrotransformierten Zellen wurden wie oben beschrieben auf Platten mit
Selektivmedium transferiert und bebritet.

4.18.3 Transfektion von Eukaryotenzellen

Eukaryotische Zellem wurden transient mit Plasmid-DNA mit Hilfe eines kationischen
Lipides transfiziert (Felgner et al., 1987).
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Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in einer 6 well-Platte (TPP, Trasadingen,
Schweiz) in einer Dichte von 2 x 10° Zellen je well ausgesét, so dass sie zum Zeitpunkt der
Transfektion zu 50 % konfluent gewachsen waren. Fir die Transfektion wurde das alte
Medium von den Zellen abgezogen und 1 x mit PBS gewaschen. 0,5 — 10 pg der jeweiligen
Plasmid-DNA wurde mit 1,5 — 30 pl TransFast Transfektionsreagenz (Kap. 3.7) gemischt und
das Volumen mit serumfreien DMEM auf 840 ul aufgefillt. Nach kurzem vortexen wurde das
Gemisch 15 min bei RT inkubiert und anschlieBend langsam zu den gewaschenen Zellen
pipettiert. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C und 7,5 % CO, im Brutschrank wurden 3
ml DMEM mit Zusatzen zugegeben. Aktivitatstests wurden 48 h nach Transfektion
durchgefuhrt.

4.19 Farbung von Eukaryotenzellen

Um den Zellkern von Eukaryotenzellen fur die Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen,
wurde DNA mit dem Farbstoff ToPro-3 (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) angeféarbt.
Von einem Zellmonolayer, der auf einem Objekttrdger gewachsen war, wurde das Medium
abgezogen und dieser 3 x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20 min
mit 3,7 %igem Formaldehyd in PBS fixiert und nachfolgend 2 x mit PBS gewaschen. Um die
Permeabilitat der Zellen fur den Farbstoff zu gewéhrleisten, wurden die Zellen 5 min mit
1 %igem Triton in PBS behandelt und einmal mit PBS gewaschen. Fir die Farbung wurde
eine 5000fache Verdinnung von ToPro-3 in PBS hergestellt und mit dieser wurden die Zellen
fur 5 min gefarbt. AbschlieBend wurden die Zellen noch einmal mit PBS gewaschen, mit
Fluorescent Mounting Media (DAKO, Glostrup, Dé&nemark) beschichtet und mit einem
Deckglas versiegelt.

4.20 lIsolierung von bakteriell Gberexprimiertem Protein
4.20.1 Herstellung von Zellrohextrakt und Zellaufschluf3

Das Bakterienpellet von Uberproduzierenden, pGEX-tat-Variante tragenden E. coli BL21
wurde in 4 ml PBS, das Bakterienpellet pHIS-hCycT1(272A) tragender E. coli BL21(DE3) in
4 ml Bindungspuffer (5 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7,9, 2 mM DTT)
pro g Zellfeuchtgewicht resuspendiert. Zusatzlich wurde je 50 ml Volumen eine Complete-
Protease-Inhibitor-Tablette (Kap. 3.7) und DTT (Endkonzentration 2 mM) zugegeben. Die
Zellen wurden viermal fiir je 5 min bei 4 °C mit 50 W sonifiziert (Braun, Labsonic, Biotech
International). Anschlieend wurden je 5ug/ml DNase | und Lysozym sowie 0,1 % Triton
X100 zugegeben und die Losung 30 min unter Rihrung auf einem Magnetriihrer bei 4 °C
inkubiert. Zum Abschluss wurden die unldslichen Zellbestandteile und unaufgeschlossene
Zellen durch Zentrifugation mit 13000 rpm bei 4 °C abgetrennt.
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4.20.2 Affinitatschromatographie an Glutathion-Sepharose

Die Reinigung von HIV-Tat mit GST-Fusion erfolgte durch Chromatographie an Glutathion-
Sepharose in einem GST-MicroSpin Purification Modul (Amersham Biosciences, Freiburg).
Alle verwendeten Puffer wurden zuerst durch Filtration von Schwebteilchen befreit
(O 0,2 um, Millipore, Bedford, USA). Die Glutathion-Sepharose-Séule wurde mit 600 pl
PBS, 2 mM DTT gesptlt. Dann wurde das in PBS vorliegende Proteingemisch auf die Saule
aufgetragen und die Sdule wurde dreimal mit 600 pl PBS, 2 mM DTT gewaschen.
AnschlieRend wurde das gebundene GST-Fusionsprotein mit GSH-Elutionspuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 50 mM KCI, 30 mM reduziertes GSH, 5 mM DTT) von der S&ule eluiert.
Dazu wurde die Saule dreimal mit je 200 ul GSH-Elutionspuffer 10 min bei RT inkubiert und
dann das Fusionsprotein eluiert. Das GST-Tat enthaltende Eluat wurde anschliefend mit
Glycerin versetzt (Endkonzentration 50 %) und bei —20 °C gelagert.

4.20.3 Affinitatschromatographie an Metal-Chelating-Sepharose

Die Reinigung von humanem CyclinT1 mit Histidinanhang erfolgte durch immobilisierte
Metallionen-Affinitdtschromatographie (IMAC) an Metal-Chelating-Sepharose Fast Flow
(Kap.3.7). Die Proben wurden dabei mit einer Flussrate von ca. 3 ml/min auf die Saule
gepumpt (Peristaltic Pump P1, Amersham Biosciences). Alle verwendeten Puffer wurden
zuerst durch Filtration von Schwebeteilchen befreit (0,2 um, Millipore, Bedford, USA).

Die Affinitatssdule wurde mit 3 Sdulenvolumina deionisiertem H,O, 4 Volumina
Beladungslésung (50 mM NiSO,4) und 3 Volumina Bindungspuffer (5 mM Imidazol, 500 mM
NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7,9, 2 mM DTT) gewaschen. Nun konnte das in Bindungspuffer
vorliegende Proteingemisch auf die S&ule aufgetragen und mit 5 Volumina Bindungspuffer,
sowie 5 Volumina Waschpuffer (60 mM Imidazol, 500 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI, pH 7,9),
gespult werden. AnschlieBend wurde das Fusionsprotein mit einem steigenden Imidazol-
Gradienten (200 mM bis 1 M in 100 mM Schritten) in Elutionspuffer (500 mM NaCl, 20 mM
Tris/HCI, pH7,9, 2 mM DTT) eluiert. Es wurden Fraktionen von 3 ml Volumen gesammelt.
Das Histidin-Fusionsprotein enthaltende Eluat wurde (ber NAP-25-Sdule entsalzt und
anschlieBend lyophillisiert.

4.21 Dualer Luciferase-Assay

Die Aktivitat von Firefly-Luciferase wurde mit einem Dualen Luciferase Assay bestimmt
(Promega, Madison, USA). Das Prinzip der Methode beruht auf der Bestimmung der Aktivitat
von zwei Luciferasen, der Firefly-Luciferase unter Kontrolle eines zu testenden Promotors
und der Renilla-Luciferase, die unter einem schwachen, konstitutivem Promotor steht und
somit als interner Standard dient. Beide Luciferasen bendtigen verschiedenen Substrate.
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Zur Gewinnung von Zellextrakt wurde das alte Medium von einem Zellmonolayer abgezogen
und dieser einmal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in einer 6 well Platte mit 500 pl
Passivem Reporter Lysis Puffer (Promega, Madison, USA) versetzt und 30 min bei RT wenig
geschittelt. Die Zellysate wurden in ein Reaktionsgefal3 uberfihrt und entweder sofort auf
ihre Luciferase Aktivitat untersucht oder sie wurden bei —80 °C gelagert.

Fur den Assay wurden in einer weien Microtiterplatte (Polysorp96 F, Nunc, Wiesbaden)
20 ul Zellysat vorgelegt. Die Messung der Luminiszenz erfolgte an einem Victor® (Wallac,
Freiburg). Uber die Injektoren des Victor’ wurden 100 pl Luciferase-Assay-Substrat
zupipettiert und die Luminiszenz der Firefly-Luciferase Uber einen Zeitraum von 20 s
gemessen. Anschlielend wurde Uber einen zweiten Injektor 100 pul Stop & Glo-Ldsung
zupipettiert und die Luminiszenz bestimmt. Die Stop & Glo-Lésung dient gleichzeitig der
Unterdriickung der Luminiszenz der Firefly-Luciferase. Die Aktivitdt des zu testenden
Promotors ergab sich dann als das Verhaltnis der beiden Luciferasen zueinander.

4.22 Gelretardationsexperimente

Die Nukleinsdurebindungsspezifitat von Proteinen wurde mit Gelretardationsexperimenten
untersucht.

Es wurden 100 pmol HIV-TAR-RNA mit [y-P]ATP am 5’-Ende unter Einsatz von T4-
Polynukleotidkinase in einem Volumen von 10 pl markiert (Kap. 4.12.2), der Ansatz mit H,O
auf 50 pl aufgefillt und Uber eine Micro-Bio-Spin Sdule gereinigt (Kap. 4.16.2). Die
Markierungseffizienz wurde in einem denaturiernden Harnstoff-PAGE (Kap. 4.8.2) Uberpruft.

In 20 pl Endvolumen wurden die Proteine mit der markierten HIV-TAR-RNA in
Bindungspuffer (EK: 30 mM Tris/HCI, pH 7,5, 70 mM KCI, 0,025 % NP-40, 5,5 mM MgCl,,
2 MM ZnS0Oy, 1,5 mM DTT) gemischt und fur 20 min bei RT inkubiert. Die HIV-TAR-RNA
wurde in einer Konzentration von 0,025 pM, das Protein in einer Konzentrationen von
0,5uM eingesetzt. Die Trennung der Reaktionspartner erfolgte durch native
Gelelektrophorese (Kap.4.8.3).

4.23 Kernspinresonanzspektrometrie

Die Aufnahme aller Spektren erfolgte an Varian Unity INOVA Spektrometern (Varian, Palo
Alto, Kalifornien, USA) bei Protonenfrequenzen von 600 MHz und 750 MHz.

4.23.1 Probenvorbereitung

TAR-RNA wurde in einem Puffer bestehend aus 5 mM Kaliumphosphat, 50 mM NacCl,
pH 6,5 geldst und auf eine Konzentration von 400 uM eingestellt. Peptide wurden im gleichen
Puffer in einer Konzentration von 2 mM geldst. Die TAR-RNA-Stammldsung wurde 3 min
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lang bei 90 °C inkubiert und durch abkihlen auf Eis in den nativen, monomeren Zustand
gefaltet. Fir die Messung wurde die TAR-RNA auf eine Konzentration von 100 pM in 5 mM
Kaliumphosphat, 50 mM NacCl, pH 6,5 verdinnt, mit 5% D,0 versetzt und anschliefend in
NMR-Spezialréhrchen (Wilmad, Buena, New Jersey, USA) (berfihrt.

4.23.2 Messbedingungen

Die eindimensionalen NMR-Protonen-Spektren wurden im Phasensensitiven Modus mit
Quadraturdetektion aufgenommen. Die Unterdriickung der Wasserresonanz erfolgte durch die
Verwendung der WATERGATE (Piotto et al., 1992) Pulssequenz. Die Eichung der ppm-
Skala erfolgte extern auf den Standard 2,2-Dimethyl-2-silapentan-5-sulfonat (DSS) (Markley
et al., 1998). Die Temperatur betrug konstant 298 K.

Die Spektren bei 750 MHz wurden mit 3600 komplexen Datenpunkten und einer spektralen
Weite von 18000 Hz aufgenommen, Spektren bei 600 MNz wurden mit 2801 Datenpunkten
und einer spektralen Weite von 14000 Hz aufgenommen. Sofern das Verhéltnis von Signal zu
Rauschen ausreichend war, wurden 512 Wiederholungen (,,Scans*) akkumuliert, andernfalls
wurden 8 k Wiederholungen durchgefihrt.

Prozessierung: Nach Multiplikation mit einer phasenverschobenen Sinusfunktion und
entsprechendem  Auffillen  mit  Nullen  (,,Zerofilling“)  wurden nach  einer
Fouriertransformation 64 k reelle Datenpunkte erhalten. Nach Phasen- und Basislinien-
Korrektur konnten die Spektren ausgewertet werden. Die gesamte Prozessierung erfolgte mit
der VNMR-Software (Varian, Palo Alto, Kalifornien, USA).

4.24 Selektionsprozeduren
4.24.1 Phagenselektion mit SA-Magnetkutgelchen

Als eine Weiterentwicklung des Biopannings kann die von Laird Offringa und Belasco (1995)
beschriebene Selektionsprozedur mit Streptavidin (SA) beschichteten Magnetkiigelchen (SA-
MPG) angesehen werden. Die Methode wurde in einigen Punkten modifiziert und wurde nur
fur die Selektion von pAK-Phagen verwendet.

Es wurden je 40 pl der SA-MPG-LoOsung in einer Mikrotiterplatte magnetisch separiert
(96well Magnet, Qiagen, Hilden), der Uberstand verworfen und einmal mit 100 pl
Bindungspuffer gewaschen. Die Kigelchen wurden anschlielend durch Zugabe von 100 pl
Blocking-Ldsung (1 % acetyliertes BSA in Bindungspuffer) fur eine Stunde unter Schiitteln
bei RT blockiert. Es wurde magnetisch separiert, die Blockierlosung abgezogen und flinfmal
mit 100 pl Bindungspuffer Gberschiissiges BSA abgetrennt. In der Zwischenzeit wurde 5’-
biotinylierte HIV-TAR mit einer Konzentration von 1 uM durch dreiminitiges Erhitzen und
schnelles Abkihlen auf Eis renaturiert. Zu 44 ul Bindungspuffer wurden 1 pl rRNasin (3U)
und 5 pl gefaltete 5°-biotinylierte HIV-TAR (EK: 500 nM) gegeben. Diese Lésung wurde zu
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den gewaschenen SA-MPG-Kugelchen pipettiert und fir 20 min bei RT unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Durch dreimaliges Waschen mit jeweils 100 ul Bindungspuffer sollte
gewahrleistet werden, dass eventuell durch Abspaltung des Biotin-Linkers entstandene freie
HIV-TAR aus dem Ansatz entfernt wurde. Zu den 5’-Biotin-HIV-TAR-SA-MPG-Kiigelchen
wurde ein Gemisch aus 27 pl Bindungspuffer, 1 pul DTT (50 mM), 1 ul Gesamt-RNA aus
Hefe (4,5 mg/ml), 1 ul rRNasin (3U) und 20 pl PEG-gefallte Phagenpartikel (aufgenommen
in Bindungspuffer, ca. 10" Partikel) gegeben und 30 min bei RT leicht geschiittelt. Sollte die
Selektion in Gegenwart von Cyclin T1 stattfinden, wurden nur 22 pl Bindungspuffer und
zusétzlich 5 pl Cyclin T1- Losung (Img/ml His-Cyclin T272A in Bindungspuffer) eingesetzt.
Nicht gebundene Phagen wurden anschlieRend durch funfzehnmaliges Waschen mit 100 pl
Waschpuffer (10 mM Tris/HCI, pH 6,9, 100 mM NaCl, 1 % (w/v) Milchpulver, 0,5 % (v/v)
Tween 20) und dreimaliges Waschen mit 100 pl Bindungspuffer eliminiert. Gebundene
Phagenpartikel konnten durch Zugabe von 100 pl 0,1 M Triethylamin fir 20 min bei RT
eluiert werden. Das Triethylamin wurde durch die Zugabe von 100 pl 1 M Tris/HCI, pH 8,0
neutralisiert. Die Phagen konnten direkt zur Infektion von Bakterienzellen eingesetzt werden.
Das Phageneluat wurde zu 5 ml E. coli XL 1 Blue in der logarithmischen Wachstumsphase
gegeben und 30 min ohne Schitteln bei 37 °C inkubiert. Die infizierten Zellen wurden
abzentrifugiert (10 min, 5000 rpm, 4 °C), in 1 ml LB- Medium resuspendiert und Aliquote
von 250 ul auf LB-Platten mit Chloramphenicol, Tetracyclin und 1 % Glukose ausplattiert.
Die Bestimmung des Bakterientiters erfolgte wie in Kap. 4.2 beschrieben. Die tber Nacht
gewachsenen Klone konnten entweder zur Produktion neuer pAK-Phagen fur eine zweite
Selektionsrunde vereinigt oder zur Praparation der pAK-DNA fur die Sequenzierung
eingesetzt werden (Kap. 4.11.1).
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Abbildung 4-1: Schematischer  Ablauf einer Phagenselektion mit Streptavidin  beschichteten
Magnetkiigelchen (SA-MPG). Phagen werden in E. coli F'-Stimmen propagiert und
anschliefend mit Polyethylenglykol (PEG) préazipitiert. Das Rezeptormolekil (5’-biotinylierte
HIV-TAR) wird uber eine Streptavidin (SA)-Kopplung an magnetische, porése Glaskiigelchen
(MPG) gebunden (HIV-TAR-SA-MPG). Zu den mit HIV-TAR beschichteten Kiigelchen wird
ein Pool von im Gp3-Fusionsprotein voneinander abweichender Virionen gegeben. HIV-TAR-
bindende Phagen werden durch magnetische Separation von einem Uberschuss nicht bindender
Partikel abgetrennt. Durch Waschschritte kann die Anzahl der unspezifisch an das
Rezeptormolekil angelagerten Phagen verringert werden. SchlieBlich werden die Phagenpartikel
vom Rezeptor eluiert, in Bakterien vermehrt und beliebig vielen weiteren Selektionsrunden
unterworfen.

Sollte die relative Bindungsfahigkeit von Phagenvarianten bestimmt werden, so wurde das
Experiment analog durchgefihrt und es wurde vor und nach der Bindung der Phagen an HIV-
TAR-SA-MPG der Phagentiter bestimmt.

4.24.2 Selektion in SA-beschichteten Rohrchen

Diese Selektionsmethode entspricht einer Modifikation der in Kap.4.24.1 beschriebenen
Methode zu Selektion an SA-MPG-Kiigelchen. In die bereits blockierten Réhrchen wurden
50 pmol 5’-biotinylierte, gefaltete HIV-TAR in 500 pl Bindungspuffer pipettiert. Zusétzlich
wurden 2 pl (6U) rRNasin zugegeben und der Ansatz 20 min bei RT unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Ungebundene HIV-TAR wurde durch dreimaliges Waschen mit 1 ml
Bindungspuffer entfernt. Fir die Selektion mit pAK-Phagen wurden ca. 1 x 10** PEG-gefallte
Phagen und 2 pl rRNasin in 500 pl Bindungspuffer mit 1 mM ZnSO, und 5 mM DTT in die
Rohrchen gegeben. Sollte in Gegenwart von CyclinT1 selektiert werden, wurden noch 20 pl
CyclinT1-Losung (1mg/ml) hinzugegeben. Fur die Selektion von M13-Phagen wurden
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1 x 10" PEG-gefallte Phagen und 2 pl rRNasin in 500 pl in TBS in die Rohrchen gegeben.
Die Bindungsreaktion erfolgte fir 30 min bei RT unter leichtem Schiitteln. Nichtgebundene
Phagen wurden durch Waschen mit 1 ml Waschpuffer (Bindungspuffer, bzw. TBS mit 0,1 %
Tween 20 und 10 pg/ml Hefe-tRNA) entfernt. Dabei wurde die Anzahl der Waschschritte mit
steigender Anzahl der Selektionsrunden erhoht. Zum Abschluss wurde noch zweimal mit
Bindungspuffer gewaschen und anschlieRend mit 500 pl 0,1 M Triethylamin fir 20 min bei
RT eluiert. Die eluierten Phagen wurden mit 500 ul 1 M Tris/HCI, pH 8,0, neutralisiert. Bei
pAK-Phagen erfolgte die Infektion der Bakterien wie in Kap. 4.24.1 beschrieben. Die
Amplifizierung der M13-Phagen erfolgte in einer 20 ml Kultur wie in Kap. 4.3.1 beschrieben.
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5 Experimente und Ergebnisse

Mit Hilfe von Phagen-Display-Experimenten sollte die Bindung von HIV-Tat an TAR-RNA
untersucht werden. Der basischen Sequenzdoméane von HIV-Tat wird ein entscheidender
Einfluss bei der Wechselwirkung mit HIV-Tat zugewiesen (Kap. 1.6). Als Vektorsystem flr
die Prasentation von HIV-Tat (1-72) wurde das Phagemid pAK200 verwendet (Krebber et al.,
1996b). Dieser Display-Vektor vom Typ 3+3 ist bereits erfolgreich fir die in vitro Selektion
von HIV-Tat verwendet worden (Hoffmann & Willbold, 1997). Auf der Grundlage des Tat-
Phagen-Display-Systems sollte nun die Rolle der basischen Aminoséuren von HIV-Tat fur die
Affinitdt und Spezifitit der Bindung an HIV-TAR-RNA untersucht werden. Nachdem
Cyclin T1 als ternarer Kofaktor fir die affine und spezifische HIV-Tat-TAR-Bindung
identifiziert wurde (Wei et al., 1998), sollte nun ein funktionelles terndres Phagen-Display
System entwickelt werden. Aus friiheren Ergebnissen in der Arbeitsgruppe war bereits
bekannt, dass Cyclin T1 im Phagen-Display als Kofaktor eingesetzt werden kann, allerdings
wurden diese Experimente unter suboptimalen Bedingungen durchgefiihrt und waren daher
nicht flir eine Auswertung geeignet.

5.1 Ternares Phagen-Display ftr die Bindung von HIV-Tat an TAR-RNA
in Gegenwart von Cyclin T1

Fur die Entwicklung eines funktionellen terndren Phagen-Display-System wurde die relativen
Bindungsfahigkeit von pAK-fat-wt im Vergleich zu pAK-tat-mt8bas bestimmt. Diese
Experimente sollten in Abwesenheit und in Anwesenheit von Cyclin T1 durchgefuhrt werden,
um zu Uberprifen, ob der Kofaktors auch im Phagen-Display die Affinitat und Spezifitat der
HIV-Tat-TAR-Bindung erhoht.

5.1.1 Konstruktion von pAK-tat-mt8bas

Um den Einfluss der gesamten basischen Sequenzdoméne von HIV-Tat auf die Bindung an
TAR-RNA zu untersuchen, wurde eine neue Tat-Variante konstruiert, in der alle basischen
Aminosdurereste dieser Domane in einer Kassettenmutagenese (Kap. 4.15) durch Alanine
ersetzt wurden. Fur die Mutagenese von R49, K50, K51, R52, R53, R55, R56 und R57 wurde
PAK-tat-Wt(E/E) mit EcoO1091 restrigiert und mit einem 500-fachen Uberschuss einer
Oligonukleotidkassette aus den annealten Oligonukleotiden pAKmt8bas-5(+) und
pAKmt8bas-3(-) ligiert (Kap. 4.12.4). Positive Klone zeigten in einer Kolonie-PCR (Kap.
4.14.2) mit den Primern PAKseg-pelB(+) und PAKseq-gp3(-) ein 345 bp langes Fragment.
Die korrekte Nukleotidsequenz wurde durch Sequenzierung (Kap. 4.17) tberprift. Abbildung
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5-1 zeigt sowohl den resultierenden pAK-zat-mt8bas Vektor als auch weitere Tat-Varianten,
auf die im Folgenden eingegangen wird.

Cys-reich basisch
TACNRCHCKKCC GREKRRORRR pAK-tat-wt
TACNRCHCKKCC GARAAAOARAA pAK-tat-m8bas
TACNRCHCKKCC GAAAARORRR pAK-tat-mtRKKR
TACNRCHCKKCC GRKKRAQARAA pAK-tat-mtRRRR
TACNRCHCKKCS GRKKRRORRR pAK-tat-C31S
TECNRCHCKKCC GOOXRORRR pAK-tat-RKKR-random
TECNRCHCKKCC GREKRIXOXIX pAK-tat-RRRR-random

49 53 57
HIV-Tat (1-72): \ \ \

AMATEPVDPNIEPWNHPGSOPKTACNRCHCKKCCYHCOVCFI TKGLGISY GRKKRRORRRPSQOGGOTHOD PIPKOASGA

\ —
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Abbildung 5-1: Das Phagemid pAK-tat-wt. Dargestellt ist der Ausgangsvektor pAK-zat-wt und die durch
Kassettenmutagenese  konstruierte  Variante  pAK-far-mt8bas.  Gezeigt ist  die
Aminosduresequenz des ersten Exons von HIV-Tat (aa 1-72), die relevanten Bereiche aus
pAK-tat-wt, pAK-tat-mt8bas (Kap. 0), pAk-tat-mtRKKR, pAK-far-mtRRRR (Kap. 5.5), pAK-
tat-C31S (Kap. 5.2) sowie die Bibliotheken pAK-tar-mtRKKR-random und pAK-taz-
mtRRRR-random (Kap. 5.2). Dabei bezeichnet X eine beliebige Aminosaure.
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5.1.2 Reinigung von HisCycT1-272A

Fur die Bestimmung der relativen Bindungsféhigkeit der Phagenpartikel in Gegenwart von
Cyclin T1 wurde das Fragment CyclinT272A eingesetzt, welches die N-terminalen 272
Aminosduren des gesamten Cyclin T1 aufweist. Dieses Fragment besitzt die gleiche Aktivitat
in Bezug auf die Bindung an HIV-Tat, wie das Gesamtprotein (Ivanov et al., 1999). Um zu
gewahrleisten, dass eine in den Bindungsstudien beobachtete Steigerung der Affinitat und
Spezifitat der HIV-Tat-TAR-Bindung nicht durch den GST-Fusionspartner des verwendeten
GST-CyclinT272A beeintréchtigt wird, sollte fiir weitere Experimente Cyclin T1, welches die
Aminosauren 1-272 beeinhaltet und mit einem Hexahistidin-Anhang am N-terminalen Ende
versehen war (HisCycT1-272A) verwendet werden. Durch die Kirze des Hexahistidinanhangs
im Vergleich zur GST-Fusion sollte eine Verfalschung der Ergebnisse vermieden werden.
Das Plasmid pHisCycT1-272A (Kap. 3.2) wurde nach der CaCl,-Methode (Kap. 4.18.1) in
den E.coli-Stamm BL21RIL(DE3) ubertragen. AnschlieBend wurden die das Plasmid
tragenden Bakterien wie unter Kap. 4.1 beschrieben in einem Volumen von 1000 ml LB-
Medium (100 pg/ml Ampicillin, 20 pg/ml Tetracyclin) angezogen. Der Zellaufschluss und die
Reinigung wurde wie in Kap. 4.20.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Elution erfolgte in 50
Fraktionen mit jeweils 3 ml Volumen. Die Analyse der Reinigung von HisCycT1-
272/ erfolgte durch ein 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel (Kap. 4.8.4) und ist in Abbildung
5-2 aufgezeigt.

S 910 1 1213 14156 16 S 17 18 19 S

Abbildung 5-2: Analyse der Reinigung von HisCycT1-272A mittels eines 15 %igen SDS-
Polyacrylamidgels. Aufgetragen sind: (S) 10 ul BioRad Low Range Standard (Kap. 4.8.4)
(1) 10 pl Zellen vor Induktion des T7-Promotors (2) 10 ul Zellen nach Induktion (3) 10 pl
Rohextrakt (4) 10 pl Uberstand nach Zentrifugation (5) 5 pl Pellet nach Zentrifugation (6)-
(10) je 20 pl Waschfraktion 1-5 (11)-(19) je 20 pl der Eluatfraktionen 10, 15, 20, 25, 30,
35, 38, 40, 42

Es zeigt sich, dass HisCycT1-272A in mindestens 90 %iger Reinheit erhalten werden konnte.
Fur die gewinschten Experimente war diese Reinheit ausreichend und so wurde auf weitere
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Reinigungsschritte verzichtet. Das Fusionsprotein lag nach dem Zellaufschluss in loslicher
Form vor, allerdings wurde es nur in sehr geringem MaRe exprimiert. Nach der Elution
wurden die Fraktionen 30 bis 42 vereinigt. Das Protein wurde mit Hilfe einer NAP25 Sdule in
10 mM Tris-HCI, pH 8,0 umgepuffert (Abbildung 5-3) und anschliellend lyophyllisiert. ES
konnten 1,5 mg reines HisCycT1-272A aus einem Liter Kultur gereinigt werden.

Abbildung 5-3: Analyse des abschliefenden Reinigungsschrittes von HisCycT1-272A mittels eines
15 %igen SDS-Polyacrylamidgels. Um das Imidazol aus der Ldsung zu entfernen, wurden
die vereinigten HisCycT1-272A beinhaltenden Eluate (ber eine NAP25 Sdule umgepuffert.
Aufgetragen sind jeweils 20 ul Proteinlésung vor (1) und nach (2) der NAP25 Séule. (S)
BioRad Low Range Standard (Kap. 4.8.4)

5.1.3 Bestimmung der relativen Bindungsfahigkeit

Mit Hilfe der neu konstruierten pAK-zat-mt8bas Mutante und mit pAk-zaz-wt sollte nun die
Funktionalitdit des Phagen-Display Systems durch Bestimmung der relativen
Bindungsfahigkeit der Phagen Uberprift werden. Das Experiment wurde wie in Kap. 4.24.1
beschrieben durchgefuhrt. Die Elution mit 100 mM Triethylamin (TEA) fiihrte zur
vollstdndigen Hydrolyse der RNA. Dadurch war gewahrleistet, dass alle Phagen eluiert
wurden, die an die TAR-RNA gebunden waren. Es wurde die Bindung an 5’-biotinylierte,
Uber Streptavidin immobilisierte HIV-TAR bestimmt. Die dabei verwendete HIV-TAR
entsprach dem Minimalelement fir die Bindung von Tat (Kap. 1.6.2). Vor und nach der
Bindung an TAR wurde der Phagentiter ermittelt (Kap. 4.3.5) und so der Rickhalt der Phagen
bestimmt, die tUber HIV-Tat funktionell an HIV-TAR binden. Um zu bestimmen, wie
spezifisch die Bindung von HIV-Tat an HIV-TAR ist, wurde die relative Bindungsfahigkeit
ebenfalls in Gegenwart von Gesamt-RNA aus Hefe ermittelt. Diese lag in einem 100-fachen
MassenuberschulR zur HIV-TAR vor. Der Hintergrund der Bindung, d.h. der Anteil der
Phagen, die unspezifisch an 5’-biotinylierte  HIV-TAR-Streptavidin-beschichtete-
Magnetkigelchen (HIV-TAR-SA-MPG) binden, wurde durch Messung des Rickhalts von
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pAK200-Phagen, die kein Tat présentieren, bestimmt. Die Bindungsféhigkeit wurde dann auf
den mit pAK200-Phagen erhaltenen Wert normiert. Zur Uberpriifung des Einflusses von
Cyclin T1 auf die HIV-Tat-TAR-Bindung wurden die Experimente gleichfalls in Gegenwart
von HisCycT1-272A durchgefiihrt. Jedes Experiment wurde acht mal wiederholt. In

Abbildung 5-4 sind die Mittelwerte der Ergebnisse und die Standardabweichung
zusammengefasst.
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Abbildung 5-4: Relative Bindungsfahigkeit verschiedener pAK-tat-Phagen an 5’-biotinylierte, Uber
Streptavidin immobilisierte HIV-TAR. Aufgetragen ist die relative Bindung an HIV-TAR
jeweils in Anwesenheit (A) und in Abwesenheit (B) von HisCycT1-272A. Beide Experimente
wurden sowohl mit und ohne die Gegenwart von unspezifischer Kompetitor-RNA in einem
100-fachen MassenUberschuss durchgefihrt.

Tat-wt présentierende Phagen binden 300-fach besser an TAR-RNA, als Phagen, die kein Tat
auf ihrer Oberflache prasentieren. Durch den Austausch von allen acht basischen Resten des
ARMs wird die Bindung von Tat um das 3,5-fache in Abwesenheit, und um das 4,7-fache in
Anwesenheit eines 100-fachen Masseniiberschusses an Kompetitor-RNA (Abbildung 5-4A).
Die Gegenwart von Cyclin T1 steigert sowohl bei Tat-wt-, als auch bei Tat-mt8bas-
prasentierenden Phagen die relative Bindungsfahigkeit um eine GréRenordnung (Abbildung
5-4B). Cyclin T1 erhoht die HIV-TAR-Bindung bei Tat-présentierenden Phagen sehr
spezifisch. Die Spezifitdt der Bindung wird vor allem deutlich durch den Vergleich der
Bindungsfaktoren in Anwesenheit eines 100-fachen MassenUberschusses an unspezifischer
Kompetitor-RNA und der Bindungsfaktoren ohne unspezifische RNA. In Abbildung 5-5 ist
das Verhaltnis der Bindungsfaktoren der beiden Experimente zueinander aufgetragen. Es zeigt
sich, dass fir die Spezifitdt der HIV-TAR-Bindung sowohl Cyclin T1, als auch das ARM
notwendig ist.
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Abbildung 5-5: Bindungsspezifitat von Tat-prasentierenden Phagen. Dargestellt sind die Verhéltnisse der
relativen Bindungsfaktoren in Anwesenheit und in Abwesenheit eines 100-fachen
Uberschusses an Kompetitor-RNA fiir Tat-wt- und Tat-mt8bas prasentierende Phagen.

Um zu uberpriifen, ob die beobachteten Anderungen bzgl. der HIV-TAR-Bindung durch Tat-
prasentierend Phagen tatsdachlich durch Cyclin T1 bewirkt werden, wurden die relativen
Bindungsfaktoren fur Tat-wt-prasentierende Phagen in Anwesenheit verschiedener Mengen
von HisCycT1-272A bestimmt (Abbildung 5-6). Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die
HIV-TAR-Bindung der Phagen in Dosisabhdngigkeit zu HisCycT1-272A stehen. Diese
Dosisabhangigkeit zeigt, dass diese Spezifitatserhéhung durch Cyclin T1 verursacht wird.
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Abbildung 5-6: Cyclin T1 Dosisabhéngigkeit der HIV-TAR-Bindung durch Tat-présentierende Phagen.
Die relativen Bindungsfaktoren wurden in Anwesenheit eines 100-fachen Masseniberschusses
an unspezifischer RNA und verschiedenen Mengen von HisCycT1-272A bestimmt.
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5.1.4 Testselektion mit den Varianten pAK-tat-wt und pAK-tat-mt8bas

Fur die Uberpriifung der Funktionalitit des terndren Phagen-Display-Systems unter
Selektionsbedingungen wurde zunéchst eine Testselektion durchgefiihrt. Dabei handelt es sich
um eine einfache Selektionsprozedur, in der festgestellt werden sollte, ob sich Tat-wt aus
einem hohen Uberschuss an Tat-mt8bas anreichern lasst. Die Selektion wurde wie in Kap.
4.24.1 beschrieben in Gegenwart eines 100-fachen Uberschuss an Gesamt-RNA aus Hefe,
sowie in An- und Abwesenheit von Cyclin T1 durchgefiihrt. In der ersten Runde der Selektion
wurden dabei ca. 1 x 10™ Phagen eingesetzt. Dies war eine Mischung, die in einem Verhaltnis
von 1:5000 aus pAK-tat-wt-Phagen und aus pAK-zat-mt8bas-Phagen bestand. Es wurde ber
drei Runden selektiert und nach jeder Selektionsrunde wurde der Anteil an Tat-wt-tragenden
Phagen durch eine PCR-Produktldngen-Analyse bestimmt. Dazu wurden jeweils 46 zuféllig
ausgewahlte, unabhéngige Klone in zwei verschiedenen Kolonie-PCRs (Kap. 4.14.2)
uberprift, wobei mit jeweils einem Klon beide PCR-Reaktionen angesetzt wurden. Eine PCR
wurde mit dem Primerpaar PAKseqg-pelB(+)/ PCR-WT(-) durchgefiihrt. Handelte es sich
dabei um einen Tat-wt-Klon, so ergab sich ein Produkt von 156 bp Lange. Die andere PCR
enthielt das Primerpaar PAKseq-gp3(-)/ PCR-8BAS(+) und ergab bei einem Tat-mt8bas-Klon
ein Produkt von 240 bp Lange. Die Methode ist in Abbildung 5-7 dargestellt.
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Abbildung 5-7: Beispiel fir die PCR-Produktlangenanalyse. (1, 2) Als Template fir die PCR diente pAK-zat-
wt. (3, 4) pAK-rar-mt8bas wurde als Template eingesetzt. (1, 3) PCR mit dem Primerpaar
PAKseg-pelB(+)/ PCR-WT(-) (2, 4) PCR mit dem Primerpaar PAKseg-gp3(-)/ PCR-8BAS(+).

Im Folgenden sind die gesamten Ergebnisse der PCR-Produktlangenanalyse einer jeden
Selektionsrunde zusammengefasst.

Tabelle 5-1: Ergebnis der PCR-Produktlangenanalyse fur die Selektionen in Abwesenheit (Selektion A)
und Anwesenheit (Selektion B) von HisCycT1-272A nach jeder Selektionsrunde. Gestartet
wurde mit einem 5000-fachen Uberschuss an pAK-taz-mt8bas-Phagen. Es wurden jeweils 46
Klone untersucht.

Selektion A tat [%] tat-mt8bas [%] Selektion B tat [%] tat-mt8bas [%0]

Runde 1 0 100 Runde 1 8,7 91,3
Runde 2 15,2 84,8 Runde 2 6,5 93,5
Runde 3 41,3 48,7 Runde 3 17,4 82,6
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Der Verlauf der Selektion und die Anreicherung von Tat-wt-prasentierenden Phagen die sich
aus der PCR-Produktlangenanalyse ergibt, ist in Abbildung 5-8 zum Vergleich grafische
dargestellt. Nach drei Runden Selektion waren die pAK-zat-wt-Phagen auf ein Verhaltnis von
1:5 (20 %) in Anwesenheit von Cyclin T1 und auf ein Verhéltnis von 1:2,5 (40%) in
Abwesenheit von Cyclin T1 angereichert. Dies entspricht einer 1000-fachen, bzw. 2000-
fachen Anreicherung nach drei Runden Selektion. Uber diese drei Selektionsrunden gemittelt
entspricht die jeweilige dritte Wurzel dieses Wertes dem Anreicherungsfaktor fir jeden
Selektionsschritt. Fir eine Selektion in Gegenwart von Cyclin T1 ergibt sich demnach ein
Anreicherungsfaktor von 10,0, fir die Selektion ohne Cyclin T1 errechnet sich ein
Anreicherungsfaktor von 12,6.
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Abbildung 5-8: Anreicherung von HIV-tat-wt-prasentierenden Phagen aus einem 5000-fachen Uberschuss
an HIV-tat-mt8bas prasentierenden Phagen. Aufgetragen sind die Werte aus der PCR-
Produktlangenanalyse. Die Selektion wurde in Anwesenheit (weife Balken) und in
Abwesenheit (schwarze Balken) von HisCycT1-272A durchgefuhrt.

5.2 Konstruktion mehrerer pAK-tat-random Bibliotheken

Nachdem nachgewiesen war, dass sich das phagenpréasentierende Tat-Selektionssystem auch
als terndres System anwenden lasst und sich Tat-wt-prasentierende Phagen aus einer
Mischung mit Tat-mt8bas-pradentierenden Phagen anreichern lassen, sollte nun die Rolle der
einzelnen Aminosdurereste der basischen Sequenzdomane fur die HIV-Tat-TAR Bindung
untersucht werden. Den Aminosauren G48 bis R57 wird ein grof3er Anteil an der fir HIV-Tat
beobachteten HIV-TAR-Bindungsaktivitat (Kap.1.6.) zugeschrieben. Da nicht alle zehn Reste



58 Experimente und Ergebnisse

der basischen Sequenzdoméne durch die Konstruktion einer einzelnen Bibliothek vollstandig
randomisiert werden kénnen (entsprechend 1,1 x 10™ unabhangigen Klonen), wurden in einer
Bibliothek die Aminosduren R49, K50, K51 und R52, sowie in einer anderen die
Aminosauren R53, R55, R56 und R57 randomisiert. Bei der Konstruktion sollten die
jeweiligen Aminosduren auf Nukleotidebene durch das Triplett NNK (N: beliebige Base, K:
G oder T) kodiert werden. Damit ergaben sich fur jede randomisierte Position 32
Maoglichkeiten. Somit werden manche Aminosdauren durch drei (Arginin, Leucin, Serin),
andere durch zwei (Prolin, Alanin, Valin, Threonin und Glycin) und alle anderen
Aminosauren durch ein Triplett kodiert. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine bestimmte
Aminosdure in eine beliebige NNK-Bibliothek eingebaut wird, liegt demnach je nach
Aminosdurerest zwischen 1/32 und 3/32 (siehe Tabelle 5-2).

Tabelle 5-2: Uberblick tiber die Kodonwahrscheinlichkeiten (c,) der einzelnen Aminoséauren (aa) bei der
Verwendung des Tripletts NNK fir die Randomisierung (N:beliebige Base; K: G oder T).

aa ACDEF GHI KL MNPQRSTVWY*

chb 2 1 1 1 1 2 1 1 1 3 1 1 2 1 3 3 2 2 1 1 1
32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32

Demnach mdssten in einer optimalen Bibliothek, in der jede mdgliche Kombination von
Aminosauren an diesen Positionen mit einer Wahrscheinlichkeit von 75 % enthalten sind, eine
GroRe von 32* (entsprechend 1 x10°) unabhangige Klone betragen.

Als Ausgangsvektor fir die beiden Bibliotheken diente pAK-tat-wt-Amp(E/E). Dieser Vektor
besitzt innerhalb des rar-Gens ein Uber EcoO1091-Schnittstellen kloniertes Gen fur die [3-
Lactamase (,,Ampicillin-Kassette*) mit einer Grofle von ca. 1 kb. Der Vektor wurde mit
Eco0109I restrigiert (Kap. 4.12.1) und uber ein 0,8%iges Agarosegel gereinigt (Kap. 4.16.1).
Dabei erleichtert die Ampicillin-Kassette die Uberwachung der Restriktion. Fir die
Konstruktion der Bibliotheken war es wichtig, nur doppelt restrigierten Vektor einzusetzen,
da dadurch eine maéglichst hohe Ligationseffizienz erreicht werden kann.

Fur die Bereitstellung des zar-RKKR-random- und des za-RRRR-random Fragments wurden
zwei 75 Nukleotide lange, synthetische Oligonukleotide annealt. Dabei handelte es sich zum
einen um die Oligonukleotide PAKIib-RKKR5(+) und PAKIib-RKKR3(+) und zum anderen
um die Oligonukleotide PAKIib-RRRR5(+) und PAKIib-RRRR3(+) (Kap. 3.3). Durch das
Annealing wurden dsDNA Fragmente erhalten, die die zuféllig besetzten Nukleotide fir die
pAK-tat-random-Bibliotheken enthielten. Die resultierenden Fragmente verfligten an beiden
Enden die fur die Ligation ndtigen kohésiven Enden fir £coO1091 und waren am 5’-Ende
phosphoryliert. Sie konnten daher direkt fir die Ligation eingesetzt werden. Um eine
moglichst hohe Ligationseffizienz zu erreichen, wurde das Vektor-Insert-Verhéltnis fur die
Ligation mit jeweils 50 ng Vektor optimiert. Die besten Ergebnisse wurden fur beide
Bibliotheken mit einem Verhaltnis von 1:20 erreicht. Zur Konstruktion der pAK-zat-RKKR-
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random-Bibliothek wurden 1000 ng Vektor-DNA und 380 ng (ca. 8 pmol) tat-RKKR-random
Fragment in einem Volumen von 400 pl ligiert (Kap. 4.12.4). Der Ligationsansatz wurde in
20 pl Aliquoten einer Mikrodialyse unterzogen (Kap. 4.10.3). In 20 Ansétzen wurden jeweils
80 ul XL1 Blue mit 20 pl der rekombinanten DNA elektroporiert (Kap. 4.18.2). Die
Elektroporationsansétze wurden in 1 ml SOC-Medium aufgenommen und fiir eine Stunde bei
37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert und in
50 pl Medium vorsichtig resuspendiert. Die Ansatze wurden vereinigt und in 200 pl
Portionen auf LB-Platten (34 pl Chloramphenicol, 20 pl Tetracyclin, 1% Glukose)
ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Parallel dazu wurde mit einem Aliquot von
20 pl der Bakterientiter bestimmt (Kap. 4.2). Die entstandenen Klone wurden mit wenig LB
(34 pul Chloramphenicol, 20 pl Tetracyclin, 1 % Glukose) von der Platte gekratzt und als
Glycerinkultur gelagert (Kap. 4.1). Fir die Konstruktion der pAK-tar-RRRR-random-
Bibliothek wurde auf die gleiche Art vorgegangen. Anstelle des fat--RRRR-random-Fragments
wurde hier das ta-RRRR-random Fragment eingesetzt.

Das Tat-Protein an sich weist eine ungerade Anzahl an Cysteinen auf. Um zu Uberprifen, ob
dies zu einem zusétzlichen Selektionsdruck durch die Bildung von inter- und intramolekularer
Disulfidbriicken wahrend der Anzucht im sauerstoffreichen Kulturmedium fiihrt, oder ob die
Gegenwart von Cyclin T1(1-272) mit wiederum finf Cysteinen Auswirkungen auf das
Selektionsergebnis hat, wurde eine weitere pAK-fat-RRRR-random-Bibliothek auf der Basis
von pAK-tat-C31S-Amp(E/E) konstruiert. Durch die Annahme, dass die Bindung von
Cyclin T1 an HIV-Tat tber Zn**-lonen vermittelt wird (Garber et al., 1998). Damit konnte
sicher ausgeschlossen werden, dass im Selektionsergebnis auftretende Cysteine auf eine
Selektion zu einem Tat-Protein mit einer geraden Anzahl an Cysteinen zurtickzufiihren sind.
Der Vektor pAK-tat-C31S-Amp(E/E) wurde mit EcoO109I restrigiert (Kap. 4.12.1) und (ber
ein 0,8 %iges Agarosegel gereinigt (Kap. 4.16.1). Fir die Konstruktion einer pAK-ztat-C31S-
RRRR-random-Bibliothek wurde der so gewonnene Vektor pAK-zat-C31S-(E/E) mit dem
annealten ta-RRRR-random Fragment ligiert (Kap. 4.12.4) und flr eine moglichst hohe
Transformationseffizienz das Vektor-Insert-Verhaltnis mit jeweils 50 ng Vektor optimiert.
Fur diesen Vektor lag es bei einem Verhéltnis von 1:25. Zur Konstruktion der pAK-tat-C31S-
RRRR-random-Bibliothek wurden 1000 ng Vektor-DNA und 480 ng (ca. 10 pmol) tat-
RKKR-random Fragment in einem Volumen von 400 pl ligiert (Kap. 4.12.4). Danach wurde
wie fir die beiden pAK-zat-wt-Bibliotheken beschrieben vorgegangen.
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5.3 Grole und Qualitat der pAK-tat-Bibliotheken

Fur die resultierenden Bibliotheken wurde die GroRe und die Qualitat bestimmt werden. Die
Wahrscheinlichkeit, dass alle vier Aminosaurepositionen vollstandig randomisiert wurden,
konnte mit (Gleichung 5-1) berechnet werden.

P=1-H- 1
Anzahl der Moglichkeiten

nzahl der resultierenden Klone
(Gleichung  5-1)

Dabei ist P die Wahrscheinlichkeit fir das Wiederauffinden jeder einzelnen moglichen
Variante aus der Randomisierung aller vier Aminoséurepositionen. Diese Wahrscheinlichkeit
und die GroRe der drei konstruierten Bibliotheken sind in Tabelle 5-3 zusammengefasst.

Tabelle 5-3: Zusammenfassung der Quantitat der pAK-tat-Bibliotheken.

Grole (Anzahl Wahrscheinlichkeit P
unabhéngiger Klone)
pAK-tat-RKKR-random 1,5 x 10° 78 %
pAK-tat-RRRR-random 1,3 x 10° 5%
pAK-tat-C31S-RRRR-random 1,1 x 10° 67 %

Neben der Quantitdt musste auch die Qualitat der Bibliotheken Gberpruft werden. Zu diesem
Zweck wurden in einer Kolonie-PCR (Kap. 4.14.2) unabhéngige Klone der verschiedenen
Bibliotheken untersucht und diese gelelektrophoretisch Gberpriift (Abbildung 5-9 bis
Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-9: Kolonie-PCR zur Uberpriifung der pAK-tat-wt-RKKR-random-Bibliothek. Als Primer
wurden PAKseqg-pelB(+) und PAKseq-gp3(-) eingesetzt. (1) bis (24) unabhangige pAK-tat-wt-
RKKR-random-Klone (S) pUC19/Mspl-Standard. Die Analyse der Kolonie-PCR (Kap.4.14.2)
fand mittels eines 2,5 % Agarosegels statt (Kap.4.8.1).
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Abbildung 5-10: Kolonie-PCR zur Uberpriifung der pAK-tat-wt-RRRR-random-Bibliothek. Als Primer
wurden PAKseqg-pelB(+) und PAKseq-gp3(-) eingesetzt. (1) bis (24) unabhangige pAK-tazr-wt-
RRRR-random-Klone (S) pUC19/Mspl-Standard. Die Analyse der Kolonie-PCR (Kap.4.14.2)
fand mittels eines 2,5 % Agarosegels statt (Kap.4.8.1).
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Abbildung 5-11: Kolonie-PCR zur Uberpriifung der pAK-tat-C31S-RRRR-random-Bibliothek. Als Primer
wurden PAKseq-pelB(+) und PAKseq-gp3(-) eingesetzt. (1) bis (16) unabhéngige pAK-tat-
C31S-RRRR-random-Klone (S) pUC19/Mspl-Standard. Die Analyse der Kolonie-PCR
(Kap.4.14.2) fand mittels eines 2,5 % Agarosegels statt (Kap.4.8.1).

Trugen die Zellen ein tar-enthaltendes Phagemid, fuhrte die Primerkombination PAKseg-
pelB(+)/PAKseq-gp3(-) zur Anreicherung eines 345 bp grolien rat-Fragments. Das Ergebnis
der Uberpriifung ist in Tabelle 5-4 zusammengefasst.

Tabelle 5-4: Qualitat der pAK-tat-Bibliotheken.

Anzahl Anzahl Klone  Anteil tat-tragender
untersuchter Klone mit tat- Phagemide an der
Phagemid Bibliothek
pAK-tat-RKKR-random 24 23 95,8 %
pAK-tat-RRRR-random 24 22 91,7 %
pAK-tat-C31S-RRRR-random 16 15 93,8 %

Um zu uberprifen, dass keine zusétzliche Mutationen eingefiihrt wurden, und um die Qualitat
der synthetischen Oligonukleotide zu Uberprifen, wurde die Sequenz von 38 unabh&ngigen
pAK-tat-wt-RKKR-random-, 20 pAK-ta-wt-RRRR-random- und 20 pAK-zat-C31S-RRRR-
random-Varianten unter Verwendung des Sequenzierprimers PAKseq-pelB(+) bestimmt. Alle
sequenzierten Klone présentierten eine Tat-Variante und waren vollstandig randomisiert. Die
Sequenzen sind im Anhang in Tabelle 11-1 dargestellt. In den folgenden Abbildungen ist die
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Verteilung der Aminosdurereste auf den einzelnen Positionen in den verschiedenen
Bibliotheken dargestellt.
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Abbildung 5-12: Verteilung der Aminoséaurereste auf den einzelnen Sequenzpositionen der pAK-tat-wt-
RKKR-random Bibliothek. Die Aminosduren sind im Einbuchstabencode angegeben. Das
Stopkodon wird durch (*) gekennzeichnet.
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Abbildung 5-13: Verteilung der Aminosédurereste auf den einzelnen Sequenzpositionen der pAK-tat-wt-
RRRR-random Bibliothek. Die Aminoséuren sind im Einbuchstabencode angegeben. Das
Stopkodon wird durch (*) gekennzeichnet.
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Abbildung 5-14: Verteilung der Aminosaurereste auf den einzelnen Sequenzpositionen der pAK-tat-C31S-
RRRR-random Bibliothek. Die Aminosduren sind im Einbuchstabencode angegeben. Das
Stopkodon wird durch (*) gekennzeichnet.

Neben der Auswertung der tatsachlichen Verteilung der Aminosaurereste auf den einzelnen
Aminosaurepositionen wurde die prozentuale Abweichung von der statistisch zu erwartenden
Aminosaureverteilung berechnet. Wie bereits beschrieben, sind in einer theoretischen
(NNK)4-Bibliothek die Aminoséduren mit ein bis drei Tripletts vertreten. Die prozentuale
Abweichung wurde nach folgender Formel berechnet.

Abweichung einer beliebigen aa [%

1= HHaufigkeit der aa E (Gleichung 5-2)

c,y deraa

Unter der H&aufigkeit einer beliebigen Aminoséure ist dabei der Anteil dieser Aminoséure an
der Gesamtheit der analysierten Aminosdaure zu verstehen. Die Codonwahrscheinlichkeiten
(cw) fur die einzelnen Reste enthdlt Tabelle 5-2. Diese Berechnung wurde nur fur die
Gesamtheit der randomisierten Aminosaurepositionen einer jeden Bibliothek durchgefihrt
und nicht flr jede einzelne Aminosaureposition.
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Abbildung 5-15: Prozentuale Abweichung der Tat-random-Bibliotheken von einer (NNK),-Bibliothek mit
statistischer Aminosaureverteilung. Von der pAK-tat-wt-RKKRandom-Bibliothek [1] wurden 38,
von der pAK-zat-wt-RRRR-Bibliothek [2] wurden 20 und von der pAK-tat-C31S-RRRR-Bibliothek
[3] wurden ebenfalls 20 unabhéngige Klone sequenziert. Fir diese Auftragung wurde nicht
zwischen den einzelnen Aminosdure-Positionen unterschieden. Die aufgetragenen Werte wurden
mit den im Anhang dokumentierten Aminoséuren (Tabelle 11-1) und unter Anwendung von
Gleichung 4-2 ermittelt. Eine Anreicherung von 100 % steht fiir eine statistische Verteilung einer
Aminosdure. Ein Wert von 200 % gibt an, dass dieser Rest doppelt so haufig auftritt und ein Wert
unter 100 % gibt an, dass eine Aminosdure seltener auftritt, als statistisch zu erwarten. Die
Aminosauren sind im Einbuchstabencode angegeben. Das Stopcodon ist durch (*) angegeben.

Aus Abbildung 5-15 geht hervor, dass in den beiden Tat-RRRR-random-Bibliotheken keine
der 20 Aminosauren stark (berreprésentiert ist. Die unterschiedliche Verteilung der Reste
kann auf die beschrankte Anzahl an sequenzierten Klonen zurlckgefthrt werden. In der Tat-
RKKR-random-Bibliothek liegen die Cysteine und die Phenylalanine stark uberreprasentiert
vor. Dies ist auf eine starke Uberreprasentation von Thymidinen auf Nukleotidebene
zuruckzufuhren. Da aber auch mit der Neusynthese des entsprechenden PAKIib-RKKR5(+)-
Oligonukleotides kein besseres Ergebnis erreicht wurde, wurde diese Bibliothek zur Selektion
eingesetzt.

Es gelang somit die Konstruktion dreier ausreichend groRer und diverser Bibliotheken. Diese
sollten nun auf die Bindung an HIV-TAR in Anwesenheit und in Abwesenheit des Kofaktors
Cyclin T1(1-272) selektiert werden.

5.4 Selektion der pAK-tat-Phagen Bibliotheken

Durch Selektion der Tat-random-Bibliotheken auf Bindung an HIV-TAR sollten
Phagenvarianten mit einer hohen Affinitdt bzw. Spezifitit zur TAR-RNA angereichert
werden. Die Analyse der erhaltenen Sequenzen an den randomisierten Aminoséurepositionen
sollte Riickschlusse auf die Rolle derjenigen Aminosduren fur die Wechselwirkung zwischen
Protein und RNA zulassen.



Experimente und Ergebnisse 65

Die Selektionen wurden sowohl in Anwesenheit, als auch in Abwesenheit von Cyclin T1(1-
272) wie in Kap. 4.24.2 beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 50 pmol 5’-biotinylierte-HIV-
TAR eingesetzt, bei der Selektion in Anwesenheit des Kofaktors wurden 100 pmol
Cyclin T1(1-272) zugegeben. Die Elution der Phagen erfolgte jeweils unspezifisch durch
Hydrolyse der TAR-RNA mit Triethylamin (TEA). Um die Spezifitat zu erhhen wurde dem
Waschpuffer Gesamt-tRNA aus Hefe (10 pg/ml) zugegeben und die Anzahl der
Waschschritte wurde mit steigender Anzahl der Selektionsrunden erhoht (Tabelle 5-5).

Tabelle 5-5: Anzahl der Waschschritte in den einzelnen Selektionsrunden

Selektionsrunde 1 2 3 4 5 6

Waschen mit Bindungspuffer mit
Gesamt-tRNA aus Hefe (1 mg/ml) 1x 3 X 5X 9 x 12 x 15 x

Es wurden jeweils 6 aufeinanderfolgende Selektionsrunden durchgefiihrt. Nach Abschluss der
letzten Selektionsrunde wurden E.coli XL1 Blue Zellen mit den verbleibenden Phagen
reinfiziert und auf LB-Platten mit Cm, Tet und 1 % Glukose bis zu einer Verdiinnung von 10
ausplattiert (Kap. 4.24.2). Von vereinzelten Kolonien wurden Zellen angezogen (Kap. 4.1),
die Phagemid-DNA prépariert (Kap. 4.11.1) und diese unter Verwendung von PAKSseq-
pelB(+) sequenziert (Kap. 4.17).

Das Ergebnis der Sequenzierung nach 6 Runden Selektion ist fiir jede einzelne Bibliothek in
Abbildung 5-16 und Abbildung 5-17 dargestellt.
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Abbildung 5-16: Ergebnis der Selektion der pAK-tat-wt-RKKR-Bibliothek. (A) Ergebnis der Selektion in
Abwesenheit von Cyclin T1(1-272), (B) Ergebnis der Selektion in Anwesenheit von
Cyclin T1(1-272). Dargestellt ist jeweils die gesamte basische Sequenzdoméne. Die
randomisierten Aminosaurepositionen sind mit einem vertikalen Pfeil gekennzeichnet. Weiterhin
sind die Sequenzen mit einem horizontalen Pfeil gekennzeichnet, die naher charakterisiert
werden sollten (Kap. 5.5).
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Abbildung 5-17: Ergebnis der Selektion der pAK-tat-wt-RRRR-Bibliothek und der pAK-tat-C31S-RRRR-
Bibliothek (A) Ergebnis der Selektion der pAK-taz-wt-Bibliothek in Abwesenheit von
Cyclin T1(1-272), (B) Ergebnis der Selektion der pAK-zaz-wt-Bibliothek in Anwesenheit von
Cyclin T1(1-272), (C) Ergebnis der Selektion der pAK-tat-C31S-Bibliothek in Abwesenheit von
Cyclin T1(1-272), (D) Ergebnis der Selektion der pAK-zaz-C31S-Bibliothek in Anwesenheit von
Cyclin T1(1-272). Dargestellt ist jeweils die gesamte basische Sequenzdoméne. Die
randomisierten Aminosdurepositionen sind mit einem vertikalen Pfeil gekennzeichnet. Des
weiteren sind die Sequenzen mit einem horizontalen Pfeil gekennzeichnet, die néher
charakterisiert werden sollten (Kap. 5.5).

In keiner der Selektionen wurde ein eindeutiges Konsensusmotiv gefunden. In keiner der
Sequenzen konnte die Wildtypsequenz gefunden werden und es ist auch keine Praferenz fur
basische Aminosduren zu erkennen. Weiterhin zeigt sich, dass unter diesen
Selektionsbedingungen Cysteine nicht deutlicher angereichert werden, als andere
Aminosduren. Die Gesamtheit aller vorkommenden Aminosduren in jeder Selektion wurde
nach ihren chemischen Eigenschaften (Tabelle 5-6) eingeteilt und nach ihrem Vorkommen
untersucht.



68

Experimente und Ergebnisse

Tabelle 5-6: Einteilung der Aminosauren nach ihren chemischen Eigenschaften. Die Aminoséuren sind im

Einbuchstabencode dargestellt.

chem. geladen polar hydrophob aromatisch
Eigenschaft
Aminosaure D, E KR G ST,NQC|ALLMPYV F,W, Y, H

Es wurden nun die Selektionen der jeweiligen pAK-zat-Bibliotheken in Abwesenheit und in
Anwesenheit von Cyclin T miteinander verglichen. Dabei sollte vor allem auf die Préaferenz

fiir eine bestimmte Aminoséuregruppe geachtet werden.

A) pAK-fai-RKKR-random-Bibliothek

Anteil an aa [%)]
= NN (O8] W
o o O Q (6]

45 -
40 A

10 4

geladen

polar hydrophob aromatisch

B) pAK-fat-wt-RRRR-random-Bibliothek

Anteil an aa [%]
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1951
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geladen

polar  hydrophob aromatisch

Abbildung 5-18: Anreicherung von Aminosauren mit ahnlichen chemischen Eigenschaften. Es wurden

jeweils die Selektionen in Abwesenheit (grau) und in Anwesenheit (schwarz) von Cyclin T
miteinander verglichen.
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C) pAK-tat-C31S-RRRR-random-Bibliothek
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Abbildung 5-19: Anreicherung von Aminosauren mit ahnlichen chemischen Eigenschaften. Es wurden
jeweils die Selektionen in Abwesenheit (grau) und in Anwesenheit (schwarz) von Cyclin T
miteinander verglichen.

Cyclin T hat scheinbar keinen Einfluss auf die Verteilung der Aminosauren. Unabhdngig von
der Anwesenheit des Kofaktors treten vermehrt polare Reste auf. Aromatische Aminosauren
kommen in den Selektionen der pAK-ta-RRRR-random-Bibliotheken nur in sehr geringem
MaRe vor. Bei den pAK-tar-RKKR-random-Bibliotheken treten diese Reste hingegen
haufiger auf.

Um zu untersuchen, ob die selektierten Tat-Varianten auch tatsachlich an die TAR-RNA
binden, wurden einige Klone ausgewahlt und mit diesen Klonen sollten in vivo- und in vitro-
Aktivitatstests durchgefiihrt. Die entsprechenden Klone sind in Abbildung 5-16 und
Abbildung 5-17 mit einem Pfeil gekennzeichnet.

5.5 Charakterisierung der resultierenden HIV-Tat Varianten

5.5.1 Konstruktion von HIV-1-Tat Expressionsplasmiden

Die ausgewahlten Tat-Varianten sollten nun in weiteren Experimenten ndher untersucht
werden. Es sollte die in vitro Bindungsaktivitdt an HIV-TAR-RNA untersucht werden, die in
vivo Transaktivierungsaktivitat, und durch Fusion mit dem griinen Fluoreszenz-Protein sollte
die Lokalisation in der Zelle tberpriift werden. Dazu mussten die Tat-Varianten aus dem
pAK-Vektor in Expressionsplasmide umkloniert werden, die die Expression in E.coli, in
eukaryoten Zellen und als GFP-Fusion ermdglichten. Um die Klonierung zu vereinfachen
wurden daher zuerst die entsprechenden Expressionsvektoren mit den Sfil-Schnittstellen des
pAK200-Vektors versehen. Zunéchst wurde der Vektor pcDNA-ztat-mt8bas-GFP(Sfil/Sfil) mit
Hilfe eines pcDNAS3.1-CT-GFP/TOPO-cloning Kits (Kap. 3.6) konstruiert. Dazu wurde
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zundchst das tar-Gen aus pAK-fat-mt8bas mit den Primern HIV-tat-Sfil-TA-N(+) und HIV-
tat-Sfil-TA-C(-) in einer PCR (Kap. 4.14.1) amplifiziert. Das PCR-Amplifikat wurde
gereinigt (Kap. 4.16.2) und mit dem TOPO-Vektor pcDNA3.1-CT-GFP(TOPO) ligiert. Der
ligierte Vektor wurde genutzt, um DH5a-Zellen zu transformieren (Kap. 4.18.1). Positive
Transformanten zeigten in einer Kolonie-PCR (Kap. 4.14.2) mit den Primern HIV-tat-Sfil-
TA-N(+) und GFP-Rev(-) Fragmente von 405 bp Lénge. Durch die Verwendung dieser
Primerkombination wurde gleichzeitig auf die richtige Orientierung des tat-Gens hin
selektiert. Die korrekte Nukleotidabfolge des Gens wurde durch Sequenzierung mit T7-
Prom(+) nachgewiesen (Kap. 4.17). Der resultierende Vektor ist in Abbildung 5-20
dargestellt.

Sfil

Sfil

PCMV

GFP

pc-HIV-tat-GFP
Ap'

Abbildung 5-20: Der Vektor pcDNA-tat-mt8bas-GFP(Sfil/Sfil). In die MCS (multiple cloning site) wurde das
tat-mt8bas-Gen mit flankierenden Sfil-Schnittstellen insertiert. Am C-Terminus ist das Gen mit
dem griinen Fluoreszenzprotein (GFP) fusioniert.

Ausgehend vom Vektor pcDNA-tat-mt8bas-GFP(Sfil/Sfil) wurden nun die Vektoren pGEX-
tat-mt8bas(Sfil/Sfil) und pcDNA-tat-mt8bas(Sfil/Sfil) konstruiert. Dazu wurde HIV-tat-
mt8bas unter Verwendung der Primer HIV-tat-BamHI-Sfil(+) und HIV-tat-Notl-Sfil(-) um
die Schnittstellen BamHI und Notl erweitert (Kap. 4.14.1). Als Ausgangs-DNA diente
pcDNA-tat-mt8bas-GFP(S/il/Sfil). Das PCR-Amplifikat wurde gereinigt (Kap. 4.10.2), mit
BamHI1 und Notl restrigiert und anschlielend wurde das Tat-Fragment mit entsprechend
restrigiertem pGEX-6P-1 bzw. mit pcDNA3 (Kap. Tabelle 3-2) ligiert. Positive
Transformanten ergaben in einer Kolonie-PCR (Kap. 4.14.2) mit den Primern HIV-tat-Sfil-
TA-N(+) und HIV-tat-Sfil-TA-C(-) ein Amplifikat von 235 bp L&nge. Auch hier wurde die
korrekte Nukleotidabfolge durch Sequenzierung mit den Primern pGEX(+) (fir pGEX-tat-
mt8bas), bzw. mit SP6(+) (fir pcDNA-ztat-mt8bas) uberprift (Kap. 4.17). Die resultierenden
Vektoren sind in Abbildung 5-21 dargestellt.
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PCDNA-HIV-taf PGEXAT-HIV-tat

Abbildung 5-21: Die Vektoren pGEX-tat-mt8bas(Sfil/Sfil) und pcDNA-tat-mt8bas(Sfil/Sfil). In die
Vektoren pcDNA3 und pGEX-6P-1 wurde das rat-mt8bas-Gen mit flankierenden Sfil-
Schnittstellen insertiert.

Es wurden somit drei Expressionsplasmide so modifiziert, dass die selektierten Tat-Varianten
uber die Sfil-Schnittstellen aus pAK200 umkloniert werden konnten. Fur die Konstruktion der
weiteren Varianten wurde die pAK-zat-DNA der gewinschten Variante mit Sfil hydrolysiert
(Kap. 4.12.1), die Fragmente Uber ein 2 %iges Agarosegel gereinigt (Kap. 4.16.1) und mit
einem ebenso hydrolysierten und dephosphoryliertem (Kap. 4.12.3) Vektor (pGEX-tat-
mt8bas(Sfil/Sfil), DNA-tat-mt8bas(Sfil/Sfil) und pcDNA-tat-mt8bas-GFP(Sfil/Sfil)) kloniert
(Kap. 4.12.4, Kap. 4.18.2). Auch hier wurde der Erfolg der Klonierung mit einer Kolonie-
PCR (Kap. 4.14.2) mit den Primern HIV-tat-Sfil-TA-N(+) und HIV-tat-Sfil-TA-C(-)
uberprift, wobei im positiven Fall ein Amplifikat von 235 bp Lange erhalten wurde.

Konstruktion der Varianten pAK-tat-GDQF und pAK-tat-PMQD

Fur die selektierten Tat-Varianten pAK-fat-GDQF und pAK-tat-PMQD ergab sich das
Problem, dass das erhaltene Glutamin durch das Triplett TAG codiert wurde. Dieses ist
eigentlich ein Stop-Codon, wird aber im zur Selektion verwendeten Bakterienstamm E.coli
XL1 Blue mit einer entsprechenden Glutamyl-tRNA supprimiert, so dass ein Glutamin
eingebaut wird. Fir die Verwendung in einem anderen Bakterienstimmen musste das TAG
durch einen Nukleotidaustausch mit Hilfe einer 2-Schritt-PCR (Kap. 4.14.3) in ein CAG
umgewandelt werden, welches ein reguléres Glutamin-Codon ist. Unter Verwendung von
pAK-tat-GDQF(*) bzw. pAK-tat-PMQD(*) als Matritze wurde in einer ersten PCR-
Amplifikation das HIV-tar-Segment zwischen den zu HIV-tat-GDQF(+), bzw. HIV-tat-
PMQD(+) (Mutageneseprimer) und PAKseg-gp3(-) komplementdren Sequenzen amplifiziert.
Die PCR-Produkte wurden gereinigt (Kap. 4.16.1) und anschlieend in einer zweiten PCR mit
PAKseg-pelB(+) und pAK-tar-GDQF(*) bzw. pAK-tat-PMQD(*) als Ausgangs-DNA
eingesetzt. Das DNA-Fragment mit einer Lange von 345 bp wurde aus einem Agarosegel
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gereinigt (Kap. 4.16.1), mit Sfil hydrolysiert (Kap. 4.12.1) und in einen Sfil hydrolysierten
pAK-tat-wt(E/E) kloniert (Kap. 4.12.4, Kap. 4.18.2). Der Ablauf einer solchen Mutagenese ist
in Abbildung 5-22 dargestellt.

Abbildung 5-22: Ablauf einer 2-Schritt-PCR-Mutagenese (Kap. 4.14.3) von pAK-tat-GDQF(*) zu pAK-tat-
GDQF. Auf einem 2 %igen Agarosegel (Kap. 4.8.1) wurde das Produkt der ersten PCR mit
HIV-tat-GDQF(+) und PAKseqg-gp3(-) als Primer (1), das Amplifikat der zweiten PCR mit
PAKseq-pelB(+) und dem Produkt der ersten PCR als Primer vor (2) und nach der Hydrolyse
mit Sfil (3) aufgetragen. Als Langenstandard wurde pUC19/Mspl-DNA (S) eingesetzt.

Nach Uberpriifung der Nukleotidsequenz durch Sequenzierung (Kap. 4.17) wurden die so
gewonnenen Vektoren pAK-tat-GDQF bzw. pAK-tat-PMQD als Ausgangsvektoren fur die
Klonierung in die Expressionsvektoren pGEX-zas-mt8bas(Sfil/Sfil), DNA-tat-mt8bas(Sfil/Sfil)
und pcDNA-tat-mt8bas-GFP(Sfil/Sfil) verwendet.

Konstruktion von pAK-tat-mtRKKR

Als Negativkontrolle zu den Varianten der pAK-tat-RKKR-random-Bibliothek wurde mittels
einer Kassettenmutagenese (Kap. 4.15) eine Mutante konstruiert, in der R49, K50, K51 und
R52 durch Alanine ersetzt wurden. Fir die Mutagenese wurde pAK-tat-wt(E/E) mit
Eco01091 restrigiert und mit einem 500-fachen Uberschuss einer Oligonukleotidkassette aus
den annealten Oligonukleotiden pAKmMtRKKR5(+) und pAKMtRKKR3(-) ligiert (Kap.
4.12.4). Positive Klone zeigten in einer Kolonie-PCR (Kap. 4.14.2) mit den Primern PAKseg-
pelB(+) und PAKseq-gp3(-) ein 345 bp langes Fragment. Auch hier wurde die korrekte
Nukleotidsequenz durch Sequenzierung (Kap. 4.17) tGberpruft.

Insgesamt wurden alle in Tabelle 5-7 dargestellten Tat-Varianten in den prokaryotischen
Expressionsvektor pGEX-6P-1, in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3 und in den
eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1-CT-GFP umkloniert und wurden so fur die
weitere Charakterisierung eingesetzt.
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Tabelle 5-7: Tat-Varianten, die flr eine weitere Charakterisierung in verschiedene Expressionsplasmide
umkloniert wurden.

Tat-Varianten aus den Tat-Varianten aus den weitere Tat-Varianten
RKKR-random- RRRR-random-
Bibliotheken Bibliotheken
Tat-wt-VPGW Tat-wt-EQLSG Tat-wt
Tat-wt-RIVK Tat-wt-SQGRL Tat-wt-mtRKKR
Tat-wt-GDQF Tat-wt-CQLSL Tat-wt-mtRRRR
Tat-wt-PMQD Tat-wt-GQCIR Tat-wt-mt8bas
Tat-wt-LQPLR

Tat-C31S-GQGGC
Tat-C31S-EQLSG

5.5.2 Invitro Aktivitatstest

Fur einen in vitro Aktivitatstest wurden alle in Tabelle 5-7 aufgefuhrten HIV-Tat-Varianten
als GST-Fusion Uberexprimiert und das gereinigte GST-HIV-Tat-Fusionsprotein wurde auf
die Bindung an HIV-TAR in Gelretardationsexperimenten hin untersucht.

5.5.2.1 Reinigung von GST-HIV-Tat-Varianten

Da fur die Gelretardationsexperimente nur geringe Mengen an GST-Tat benétigt wurden,
wurde die Reinigung in einem kleinen Malstab durchgefiihrt. Die pGEX-Tat-Plasmide mit
der jeweiligen in Tabelle 5-7 aufgefiihrten Tat-Variante wurden in den Expressionsstamm
E.coli BL21 RIL transformiert (Kap. 4.18.1). Jeweils ein Volumen von 20 ml LB-Medium
(100 pg/ml Ampicillin) wurde mit E.coli BL21 RIL/pGEX-Tat auf eine ODggo von 0,1
inokuliert und bei Erreichen einer ODgoo zwischen 0,7 und 0,8 wurde der tac-Promotor des
pPGEX-Plasmids mit 1 mM IPTG induziert und 3 h nach Induktion wurden die Zellen geerntet
(Kap. 4.1). Aus dem Zellextrakt wurde in einem Chromatographie-Schritt an einer
Glutathion-Sepharose das GST-HIV-Tat-Fusionsprotein gereinigt (Kap. 4.20.2). Auf eine
Abspaltung des GST-Anhangs konnte verzichtet werden, da bekannt ist, dass dieser bei
Gelretardationsexperimenten mit HIV-TAR keine verfalschende Auswirkung hat (Wei et al.,
1998). Die Cysteine der cysteinreichen Sequenzdomane von HIV-Tat sind fur die Bindung an
Cyclin T1 notwendig. Man vermutet, dass diese Bindung tiber Zn?*-lonen vermittelt wird und
fur diese Vermittlung mussen die Cysteine in reduzierter Form vorliegen. Daher wurde die
gesamte Reinigung unter reduzierenden Bedingungen durchgefiihrt. Die Durchfihrung der
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einzelnen Reinigungsschritte ist am Beispiel von GST-Tat-wt in Abbildung 5-23
dokumentiert.

s 1 2 3 4 5 6 7 8 S
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Abbildung 5-23: Reinigung von GST-Tat-wt-Fusionsprotein. Die Analyse erfolgte auf einem 15 %igen SDS-
PAGE (Kap. 4.8.4). Aufgetragen wurde (S) Pharmacia ,,Low Range* Standard, 5 ul, (1)
Zellrohextrakt, 5 pl, (3) S&ulendurchlauf, 10 ul, (3)-(5) Waschfraktionen 1-3, je 20 pl, (6)-(8)
Eluate 1-3, je 20 pl.

Anhand von Abbildung 5-23 erkennt man, dass es nur zu einer geringen Expression von GST-
Tat kam. Dieser Effekt war bei der Reinigung aller Tat-Varianten zu beobachten. Dennoch
konnte fur die folgenden Experimente geniigend GST-Tat-Fusionsprotein gereinigt werden
und alle Tat-Varianten wurden so in einem Reinheitsgrad von mindestens 95 % prépariert.
Jeweils die ersten beiden, GST-Tat enthaltende Eluate wurden vereinigt, mit Glycerin
(Endkonzentration 50 %) versetzt und bei —20 °C gelagert.

5.5.2.2 Gelretardationsexperimente mit GST-Tat

Mit Hilfe von RNA-Bindungsexperimenten unter Verwendung nativer PAGE kann die
Bindung von RNA-bindenden Proteinen untersucht werden. Als Ziel-RNA wurde das
Minimalelement der HIV-TAR (Kap. 3.6) verwendet. Diese wurde am 5’-Ende unter
Verwendung von T4-Polynukleotidkinase (Kap. 4.12.2) mit [y-?P]-ATP markiert. Die
Bindungsreaktion wurde wie in Kap. 4.22 durchgefiihrt. Zunéachst wurden bindre Experimente
durchgefuhrt, d.h. es wurde nur die Bindung der verschiedenen GST-Tat-Varianten an HIV-
TAR-RNA untersucht. Die Bildung eines Tat-TAR-Komplexes wurde durch ein natives
PAGE nachgewiesen (Kap. 4.8.3).
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Abbildung 5-24: Gelretardationsexperimente an HIV-TAR. Gezeigt ist die Bindung von
HIV-Tat-Varianten an HIV-TAR-RNA. Die TAR-RNA wurde in einer
Konzentration von 0,025 puM eingesetzt, Kompetitor-RNA (tRNA aus Hefe)
und GST-Tat wurden in einer Konzentration von 0,5 uM verwendet. Die
erfolgte Bindung wurde durch ein 4 %iges natives PAGE (Kap. 4.8.3)
nachgewiesen.
Die selektierten Tat-Varianten zeigten im bindren System sehr verschiedene
Bindungseigenschaften. Die Varianten Tat-wt, Tat-C31S-GQGGC, Tat-GDQF, Tat-PMQD
und Tat-LQPLR binden im bindren System an die TAR-RNA, wahrend sich keine Bindung
fur Tat-mtRKKR, Tat-mtRRRR, Tat-EQLSG, Tat-C31S-EQLSG und Tat-RIVK an TAR-
RNA zeigt. Interessant ist dabei, dass die Varianten Tat-EQLSG, Tat-C31S-EQLSG und Tat-
RIVK aus den Selektionen in Anwesenheit von Cyclin T stammen, d.h. sie bendtigen wohl

den Kofaktor fir die Bindung.

In einem weiteren Experiment wurde nun die Bindung der verschiedenen Tat-Varianten in
Gegenwart von Cyclin T an die TAR-RNA untersucht. Dafiir wurde reines Cyclin T (aa 1-
272) eingesetzt (Kap. 3.5). Das Experiment wurde wie in Kap. 4.8.3 beschrieben
durchgefuhrt. In Vorversuchen wurde zunéchst die Spezifitat der Tat-TAR-Bindung und die
Cyclin T1-TAR-Bindung untersucht. Dazu wurden Bindungsexperimente in Gegenwart
steigender Konzentrationen an unspezifischer tRNA aus Hefe durchgefiihrt (Abbildung 5-25).
Sowohl die Bindung von HIV-Tat, als auch die Bindung von Cyclin T1 an TAR-RNA wird
durch die Anwesenheit eines 20-fachen Uberschusses an unspezifischer tRNA vermindert und
mit einem 40-fachen Uberschuss an unspezifischer tRNA ganz unterdriickt.
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Abbildung 5-25: Gelretardationsexperiment an HIV-TAR. Gezeigt ist die Bindung von GST-Tat-wt an HIV-

TAR-RNA (A) und die Bindung von Cyclin T1 an HIV-TAR-RNA (B). Die TAR-RNA wurde
in einer Konzentration von 0,025 uM eingesetzt, GST-Tat und Cyclin T1 wurde in einer
Konzentration von 0,5 pM verwendet. Das Gel wurde wie folgt beladen: (T) TAR; (1) TAR,
GST-Tat; (2) TAR, GST-Tat, unspezifische tRNA (0,5 uM); (3) TAR, GST-Tat unspezifische
tRNA (1 uM); (4) TAR, Cyclin T1, tRNA (0,5 uM); (5) TAR, Cyclin T1, tRNA (1 uM). Die
erfolgte Bindung wurde durch ein 4 %iges natives PAGE (Kap. 4.8.3) nachgewiesen.

Um die Bildung eines bindren Cyclin T1-TAR-Komplexes zu unterdriicken wurden daher die
nachfolgenden Experimente in Gegenwart eines 40-fachen Uberschusses an tRNA

durchgefinhrt.
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Abbildung 5-26

In Gegenwart
Durch die Zu

. Gelretardationsexperimente an HIV-TAR. Gezeigt ist die Bindung von HIV-Tat-Varianten
an HIV-TAR-RNA in Gegenwart von Cyclin T. Die TAR-RNA wurde in einer Konzentration
von 0,025 uM eingesetzt, als Kompetitor diente unspezifische tRNA in einer Konzentration
von 1 pM, GST-Tat und Cyclin T wurde in einer Konzentration von 0,5 uM verwendet. Die
erfolgte Bindung wurde durch ein 4 %iges natives PAGE (Kap. 4.8.3) nachgewiesen.

von Cyclin T waren alle Tat-Varianten in der Lage an HIV-TAR zu binden.
gabe eines 40fachen Uberschusses an Kompetitor-tRNA aus Hefe wurde die
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unspezifische Bindung von Cyclin T an die TAR-RNA unterbunden. Dadurch wurde auch die
Bindung von GST-Tat an TAR-RNA unterdrtickt. (Abbildung 5-26).

5.5.3 Invivo Aktivitatstest

Die selektierten Tat-Varianten sollten nun auch auf ihre in vivo Aktivitat hin untersucht
werden. Zum einen war die Frage von Interesse, ob die verschiedenen Tat-Varianten noch in
der Lage waren das HIV-LTR zu transaktivieren. Dies sollte in einem Dualen Luciferase
Assay untersucht werden. Die basische Sequenzdomane von HIV-Tat dient neben der RNA-
Bindungs-Funktion noch als Kernlokalisationssequenz (Kuppuswamy et al., 1989). Daher war
es von Interesse, ob die Tat-Varianten, in denen ein Teil dieser Kernlokalisationssequenz
mutiert ist, noch in der Lage sind, diese Funktion zu erfillen.

5.5.3.1 Transaktivierung des HIV-LTR durch verschiedene Tat-Varianten

Fur die Untersuchung der Transaktivierungsfahigkeit verschiedener Tat-Varianten wurden die
tat-tragenden  pcDNA-Plasmide  prédpariert (Kap. 4.11.1) und zusammen mit den
Reporterplasmiden pGL-HIV-LTR und pRL-TK wurden damit 293-Zellen transfiziert (Kap.
4.18.3). 293-Zellen sind menschliche Zellen (Graham et al., 1977), die das humane Cyclin T1
exprimieren. In Vorversuchen wurden auch HelLa-Zellen verwendet. Sie konnten allerdings
nicht fir die Experimente genutzt werden, da dort die basale Transkriptionsrate durch
zellulédre Faktoren sehr hoch ist. Das Prinzip des Assays ist in Abbildung 5-27 gezeigt. Wenn
die transfizierte Tat-Variante aktiv bezuglich der Transaktivierung des HIV-LTR ist, so wird
die nachgeschaltete Firefly-Luciferase exprimiert. Das Plasmid pRL-TK kodiert fur die
Renilla Luciferase, die unter der Kontrolle eines schwachen, konstitutiven Promotor steht. Es
dient als interner Standard, so dass die Auswertung unabhéngig von der transfizierten Zellzahl
steht. In einem Kontrollexperiment werden nur die beiden Reporterplasmide transfiziert und
das Verhaltnis der beiden Luciferasen zueinander gibt den zellularen Hintergrund der
Transaktivierung des HIV-LTR an.
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Kotransfektion der

Plasmide in
293-Zellen l
Pow — Hiv-tat T
Firefly-Luciferase
pcDNA-HIV-tat pGL-HIV-LTR
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I:>TK
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Abbildung 5-27: Prinzip des dualen Luciferase Assays. Das Tat-tragende pcDNA-Plasmid wird zusammen
mit den Reporterplasmiden pGL-HIV-LTR und pRL-TK transfiziert. Ein funktionelles Tat-
Protein aktiviert das HIV-LTR und es kann Firefly-Luciferase exprimiert werden. Als interner
Standard dient die Aktivitat der Renilla-Luciferase.

Zur Bestimmung der Aktivitat der Luciferasen wurden 48 h nach der Transfektion die Zellen
geerntet und durch eine passive Lyse wurde ein Zellysat gewonnen. Jeweils 20 pl des Lysats
wurden in den dualen Luciferase Assay eingesetzt. Bei diesem Assay wurde zunachst die
Aktivitat der Firefly-Luciferase gemessen. Durch Zugabe der zweiten Substrat-Ldsung wurde
die Aktivitat der Firefly-Luciferase unterdriickt und gleichzeitig das Substrat flr die Renilla-
Luciferase zugegeben und daraufhin die Aktivitat der Renilla-Luciferase bestimmt (Kap.
4.21). Die resultierende Transaktivierungsaktivitit wurde auf den Hintergrund durch das HIV-
LTR normiert.
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Abbildung 5-28: Transaktivierungsaktivitat verschiedener Tat-Varianten im Dualen Luciferase Assay.
Jeweils 5 x 10° 293-Zellen wurden mit 2 ug pcDNA-zaz-Plasmid und mit je 50 ng der beiden
Reporterplasmide pGL-HIV-LTR und pRL-TK transfiziert. Jedes Experiment wurde dreimal
wiederholt und die Aktivitat der Luciferasen im Zellysat wurde jeweils doppelt bestimmt.
Dargestellt ist der Mittelwert aller Ergebnisse mit der Standardabweichung. Die Kontrolle
stellt den zelluldren Hintergrund dar, der nach der Transfektion der beiden Reporterplasmide
bestimmt wurde. Auf diesen Wert wurden alle anderen Aktivitaten normiert.

Alle untersuchten Tat-Varianten zeigen eine in vivo Aktivitat. Fur Tat-wt wurde eine
Transaktivierung von 13 ermittelt, wahrend fiir Tat-VPGW die geringste Transaktivierung mit
einem Wert von 2,2 beobachtet wurde. Ebenfalls nur eine geringe Aktivitat wurde fir Tat-
mt8bas beobachtet. Das Ausmal} der Aktivitat ist unabhéngig davon, ob Varianten der pAK-
tat-RRRR-random-Bibliothek oder der pAK-ta--RKKR-random-Bibliothek untersucht
wurden.

5.5.3.2 Lokalisation der Tat-Varianten in der Zelle

Um zu uberprufen, ob die Tat-Varianten noch in der Lage waren, die Lokalisation des
Proteins im Zellkern zu gewdhrleisten, wurden die Tat-Varianten am C-Terminus mit einer
GFP-Fusion versehen (Kap. 5.5.1). Mit den resultierenden Plasmide wurden 3T3-Zellen mit
den verschiedenen pcDNA-tat-GFP-Plasmiden transfiziert (Kap. 4.18.3). Bei den 3T3-Zellen
handelt es sich um Nagerzellen (Todaro et al., 1965), die flr die in vivo Aktivitétstests nicht
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verwendet werden konnten, da das Nager-Cyclin T1 nicht funktionell beztiglich der HIV-Tat-
TAR-Bindung ist. Fur der Lokalisationsstudien konnten sie allerdings eingesetzt werden, da
hierfir das Cyclin T1 nicht notwendig war und die 3T3-Zellen im Gegensatz zu den 293-
Zellen einen groReren Zellkdrper im Vergleich zum Zellkern besitzen. Dadurch konnten die
zelluldaren Strukturen besser unterschieden werden. Die Zellen wurden 48 h nach der
Transfektion mit ToPro-3 geféarbt, um den Zellkern sichtbar zu machen (Kap. 4.19). Durch die
Expression der Tat-GFP-Fusion konnte die Lokalisation von HIV-Tat in der Zelle beobachtet
werden. AnschlieBen wurden die Praparate mit einem Konfokalmikroskop untersucht. Damit
war es moglich genau eine Ebene einer Zelle zu betrachten.

Tat-wt-GFP

Tat-mt8bas-GFP

Abbildung 5-29: Lokalisation von Tat-Varianten in der Zelle. Es wurden 1 x 10° Zellen mit jeweils 2 ug
DNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit
ToPro-3 angefarbt. Es ist jeweils die Farbung des Zellkerns (A), die Fluoreszenz durch GFP
(B) und die Uberlagerung beider Fluoreszenzen (C) gezeigt. Die Aufnahmen wurden mit
einem Leica IRBE Mikroskop unter Verwendung der Software TCSMT aufgenommen.
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Tat-mtRRRR-GFP

Tat-EQLSG-GFP

Tat-SQGRL-GFP

Tat-CQLSL-GFP

GFP-Tat-GQCIR

Abbildung 5-30: Lokalisation von Tat-Varianten in der Zelle. Es wurden 1 x 10° Zellen mit jeweils 2 g
DNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit
ToPro-3 angeférbt. Es ist jeweils die Farbung des Zellkerns (A), die Fluoreszenz durch GFP
(B) und die Uberlagerung beider Fluoreszenzen (C) gezeigt. Die Aufnahmen wurden mit
einem Leica IRBE Mikroskop unter Verwendung der Software TCSMT aufgenommen.
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Tat-LQPLR-GFP C

Tat-C31S-GQGGC-GFP

Tat-C31S-EQLSG-GFP

Tat-mtRKKR-GFP

Tat-VPGW-GFP

Abbildung 5-31: Lokalisation von Tat-Varianten in der Zelle. Es wurden 1 x 10° Zellen mit jeweils 2 ug
DNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit
ToPro-3 angefarbt. Es ist jeweils die Farbung des Zellkerns (A), die Fluoreszenz durch GFP
(B) und die Uberlagerung beider Fluoreszenzen (C) gezeigt. Die Aufnahmen wurden mit
einem Leica IRBE Mikroskop unter Verwendung der Software TCSMT aufgenommen.
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Tat-RIVK-GFP

Tat-GDQF-GFP

Tat-PMQD-GFP

Abbildung 5-32: Lokalisation von Tat-Varianten in der Zelle. Es wurden 1 x 10° Zellen mit jeweils 2 pg
DNA transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit
ToPro-3 angeférbt. Es ist jeweils die Farbung des Zellkerns (A), die Fluoreszenz durch GFP
(B) und die Uberlagerung beider Fluoreszenzen (C) gezeigt. Die Aufnahmen wurden mit
einem Leica IRBE Mikroskop unter Verwendung der Software TCSMT aufgenommen.

In Abbildung 5-29 bis 5-32 ist die Lokalisation aller Tat-Varianten in der Zelle gezeigt. Das
GFP ohne Fusion verteilt sich in der Zelle gleichméRig und gelangt auch ohne
Kernlokalisationssequenz (NLS) in den Zellkern. Durch die Fusion mit HIV-Tat wird es zu
grof3, als das es passive Transportwege nutzen konnte, und es gelangt nur aufgrund der NLS
von HIV-Tat in den Zellkern. Die Variante Tat-mt8bas besitzt keine funktionelle NLS und
lokalisiert nur im Cytoplasma. Die Varianten Tat-VPGW liegt nicht im Kern vor. Alle
anderen Tat-Varianten lokalisieren zumindest teilweise im Kern.

5.5.4 Wabhl der Strategie fur die Modellierung von Tat-Varianten

Eine zuverlassige Aussage Uber die Affinitat einzelner Tat-Mutanten fur die TAR mittels
theoretischer Methoden, wiirde die Abschatzung der freien Enthalpie der Bindung (AG)
erfordern. In der Literatur sind mehrere entsprechende Verfahren wie z.B. "Free Energie
Perturbation", "Thermodynamic Integration”, "Linear Interaction Energy" oder MM-PBSA
beschrieben (Wang et al., 2001).
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Zwei der fur den (zuverl&ssigen) Einsatz dieser Verfahren notwendigen Voraussetzungen sind
allerdings fur das Tat-TAR-System nicht erfillt: Fir den Tat-TAR-Komplex existiert keine
experimentell bestimmte hochaufgeloste Komplexstruktur, sondern nur ein Strukturmodell,
das auf der Basis von biochemischen Daten und der Struktur eines Tat-TAR-Teilkomplexes
und erhalten wurde (Seewald et al., 1998). Darlber hinaus erfordern Methoden zur
Abschdtzung von Bindungsenthalpien eine genaue Berechnung der elektrostatischen
Wechselwirkungen und somit der Partialladungen einzelner Atome, was insbesondere fir
Komplexe stark geladener Bindungspartner gegenwartig noch problematisch ist (Kollman et
al., 2000).

Die in dieser Arbeit verwendete Strategie beschrénkt sich deshalb auf die Betrachtung
sterischer Kriterien zur Charakterisierung der Tat-TAR Wechselwirkung. Wegen der
Problematik einer exakten Parametrisierung der elektrostatischen Wechselwirkungen wurden
hier nur die van der Waals Wechselwirkungen betrachtet. Letztere ermdglichen eine Aussage
daruber, welche der modellierten Komplexe unter sterischen Gesichtspunkten "gunstig"”
erscheinen. Zur Abschatzung, ob einzelne Mutanten uneingeschrankt mit der Topologie des
wt-Tat-TAR Komplexes kompatibel sind, oder ob groRRere strukturelle Umlagerungen
erwartet werden, wurde zusétzlich der RMSD-Wert zur Startstruktur ermittelt.

Um die Fehlerquelle, die durch das Fehlen einer experimentell bestimmten Ausgangsstruktur
entsteht, moéglichst gering zu halten, wurden jeweils die 10 energiedrmsten Modellstrukturen
als Basis fir die Modellierung der Mutanten gewéhlt. Die erhaltenen Energien und RMSD-
Werte sind jeweils Mittelwerte aus 10 unabhangigen Modellierungen fiir jeden Mutante. Sie
sind in Tabelle 5-8 dargestellt.

Parallel dazu wurde aus den gesamten Sequenzen der Selektion der pAK-tat-mtRKKR-
Bibliothek eine Konsensussequenz errechnet und ausgehend von dieser Sequenz wurde dann
wiederum eine ,,Negativkontrolle* bestimmt. Damit ergab sich die (theoretische) Mutante Tat
G48L, R49D, K50W, K51F, R52C. Auch fir diese Tat-Variante wurde ein Modelling
durchgefuhrt und die erhaltenen Energien und der RMSD-Wert ist in der Tabelle aufgefuhrt
(Tat-LDWFC).
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Tabelle 5-8: Ergebnisse der Modellierung der Tat-Varianten. Aufgefiihrt sind die van der Waals-Energien
[kcal/mol] vor und nach 50 Schritten der Energieminimierung, sowie die erhaltenen RMSD-Werte
mit den jeweils zugehdrigen Standardabweichungen. Die Berechnung erfolgte mit einem Tripos
Kraftfeld.

Tat-Variante

Van der Waals-Energie
(vor Energie-Min)

Van der Waals-Energie

(nach Energie-Min)

RMSD [A]
(gesamtes Peptid)

Tat-wt -472,01 5,383 -478,75 6,175 0,0586 0,0380
Tat-VPGW  3,29x10° 505x10°  -421,47 11,640 0,2783 0,0489
Tat-GDQF 3,28 x10° 5,88x10°  -452,04 4,558 0,1019 0,0195
Tat-RIVK -423,15 22,443 -458,55 5,162 0,05 0,0390
Tat-PMQD  158x10° 255x10°  -447,01 6,749 0,248 0,0360

Tat-mtRKKR  -452,01 9,894 -470,02 5,968 0,1212 0,0308
Tat-EQLSG ~ -447,11 13,720 -465,96 4,531 0,0529 0,0101
Tat-SQGRL  -450,27 8,208 -464,01 5,536 0,0819 0,1790
Tat-LQPLR 6,30 x 10° 7,17x10®  -460,65 5,781 0,3129 0,0330
Tat-GQCIR  -457,21 8,963 -468,32 4,824 0,1068 0,173
Tat-CQLSL  -448,47 10,608 -467,45 5,722 0,0477 0,0124

Tat-GQGGC  -452,65 6,215 -459,73 5,309 0,0412 0,0093

Tat-LDWFC 4,27x10° 7,65x10°  -356,96 139,77 0,1056 0,0223

Fur alle 13 untersuchten Tat-Mutanten, die aus den Selektionen ausgewahlt wurden, werden
nach der Energieminimierung Strukturen mit van der Waals Energien in der Grofenordnung
von 88-98% der Wildtyp-Energie erhalten, so dass hier grofRere sterische Konflikte
ausgeschlossen werden konnen. Alle der modellierten Peptide weisen fur das
Phosphatriickgrat einen RMSD von weniger als 0.3 A zur Startstruktur auf. Die gréBten
Abweichungen werden fur Peptide erhalten, in denen sich ein Prolin befindet

Zusammenfassend ergeben sich aus den durchgefihrten Modellierungen keine Hinweise
darauf, dass die ausgewahlten Varianten inkompatibel mit der Modellstruktur des Tat-TAR
Komplexes wéren.

5.6 Selektion einer Ph.D-12-Phagenbibliothek

Bei der Selektion der pAK-zaz-Bibliotheken traten nur wenige basische Aminoséurereste auf.
Daher stellte sich die Frage, ob dies darauf zurtickzufihren ist, dass die basischen Reste den



86 Experimente und Ergebnisse

Transport von HIV-Tat durch die E.coli Membran negativ beeinflussen. Diese Vermutung
kommt daher, dass im Fall de M13-Hullproteins die Einflihrung eines Argininrestes zu einem
Verlust der Translokationsfahigkeit durch die Membran fuhrt (Kuhn, 1995). Mit einer Ph.D-
12-Phagenbibliothek (Kap. 3.2.2) sollte nun untersucht werden, ob TAR-RNA-bindende
Peptide mit geh&uftem Auftreten von basischen Resten selektiert werden konnen. Das
Experiment wurde wie in Kapitel 4.24.2 beschrieben durchgefiihrt. Dabei wurden in
verschiedenen Selektionen die Wasch- und Elutionsschritte variiert (Tabelle 5-9). Damit sollte
erreicht werden, dass die gefundenen Peptide aufgrund verschiedener Spezifitdten und
Affinitaten an TAR-RNA selektioniert wurden. Durch Elution mit freier TAR-RNA konnten
ganz spezifisch bindende Peptide gefunden werden, wahrend durch Elution mit Triethylamin
(TEA) alle Phagen, die an TAR-RNA binden, eluiert wurden. Durch die Elution mit freier
TAR-RNA und nachfolgender Hydrolyse der TAR-RNA sollte eine Erniedrigung des Ko flr
die Dissoziation des Phagen von der RNA erreicht werden.

Tabelle 5-9: Durchfiihrung verschiedener Selektionen einer Ph.D-12-Phagenbibliothek gegen HIV-TAR-
RNA. Dargestellt sind die verschiedenen Wasch- und Elutionsschritte. Bei Waschschritten mit
tRNA wurde mit 1 mg/ml Gesamt-tRNA aus Hefe in TBS (+ 0,1 % Tween 20) gewaschen.

Selektion Waschen Waschen Waschen Elution
1. Runde 2. Runde 3. Runde
A 6 x TBS 6 x TBS 6 x TBS 0,1 MTEA
B 1 X tRNA 3 X tRNA 5 X tRNA 100 uM TAR
C 1 X tRNA 3 X tRNA 5 X tRNA 0,1 MTEA
D 1 x tRNA 5 X tRNA 7 X IRNA 0,1 MTEA
E 1 xtRNA; 2 hmit 3 xtRNA; 6 h mit 5xtRNA; 24 h 0,1 MTEA
50 uM TAR 50 uM TAR mit 50 UM TAR
Kontrolle 6 x TBS 6 x TBS 6 x TBS 0,1 M TEA

Fir das Kontrollexperiment wurde eine Selektion in einem Streptavidin-beschichteten Rohrchen
ohne immobilisierte 5’-biotinylierte HIV-TAR durchgefiihrt. Nach drei Selektionsrunden wurden
die erhaltenen Peptide durch Sequenzierung mit dem Primer M13-Seq(-) uberpruft. Die
Sequenzen sind im Anhang (Tabelle 11-3) dargestellt. Es wurde Kkein spezielles
Bindungsmotiv fur HIV-TAR gefunden. Abbildung 5-33 zeigt die Verteilung der einzelnen
Aminosauren in einem 12er Peptid nach drei Runden Selektion unter verschiedenen
Bedingungen.
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Abbildung 5-33: Verteilung der Aminosauren in den verschiedenen Selektionen. Die Aminosduren sind im
Einbuchstabencode in der prozentualen Verteilung angegeben und nach ihren Eigenschaften
geordnet. Die Durchfiihrung der Selektionen A-E und K sind in Tabelle 5-9 dargestellt.

Es zeigt sich, dass in den Peptiden der Selektionen A und C die Anzahl an Argininen und
Isoleucinen stark erhoht ist. In allen Peptiden kommen nur sehr wenige Cysteine vor, Tryptophan
und Phenylalanin sind nur in geringem MaRe vertreten. Um einen besseren Uberblick tber die
Zusammensetzung der Peptide damit zu erhalten, wurden auch hier die Aminosauren nach ihren
chemischen Eigenschaften (Tabelle 5-6) zusammengefasst. Mit dieser Auswertung (Abbildung
5-34) konnte nun die Gesamtheit der Peptide nun nach Praferenzen flr bestimmte chemische
Eigenschaften unter den selektierten Aminosauren betrachtet werden.

oA
=B
oC
D
sE
K

geladen polar hydrophob aromatisch

Abbildung 5-34: Verteilung der Aminosauren nach der Selektion unter verschiedenen Bedingungen. Die
Aminosduren sind nach ihren chemischen Eigenschaften in Gruppen zusammengefasst
(Tabelle 5-6). Die Durchfiihrung der Selektionen A-E und K sind in Tabelle 5-9 dargestelt.
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Das Vorkommen von aromatischen Aminoséuren in den Peptiden ist im Vergleich mit dem
Kontrollexperiment bei allen Selektionen stark vermindert. Auffallend ist, dass in allen
Selektionen weniger aromatische Aminoséduren vorkommen, je mehr geladene Reste
auftreten. In Selektion A treten im Verhdltnis zu allen anderen Selektionen vermehrt
hydrophobe Reste auf, dafiir sind hier die polaren Reste leicht unterreprasentiert.

5.6.1 Charakterisierung selektierter Peptide

Aus drei verschiedenen Selektionen wurde aus der Schar an gefundenen Peptidsequenzen
jeweils ein Peptid ausgewéhlt und dieses auf die Bindung an HIV-TAR-RNA hin untersucht.
Dazu wurden die Peptide chemisch synthetisiert und am N-Terminus mit einem Fluorescein-
Marker versehen, um sie dadurch einer Charakterisierung mittels Fluoreszenz-Titration
zugénglich zu machen. Dadurch sollte es mdglich sein die Quantitdt der Bindung zu
untersuchen. Zuséatzlich sollte die Qualitdt der Wechselwirkung mit Hilfe von NMR-
Experimenten bestimmt werden. Folgende Peptide wurden ausgewahlt. Die Bezeichnung der
Peptides richtet sich nach der Selektion, aus der die Peptidsequenz stammt.

Pep-A: | RTPRRKI | RSR- Lys( Fl uos) - NH,
Pep-B: LDQHSYHSPFTL- Lys( Fl uos) - NH,
Pep-E: THNPDASTDPHR- Lys( Fl uos) - NH,

Abbildung 5-35: Fir die weitere Charakterisierung ausgewahlte Peptidsequenzen. Der Buchstabe (A, B, E)
bezeichnet die Selektion, aus der das Peptid ausgewahlt wurde.

5.6.1.1 Fluoreszenz-Titration

Zunéchst sollte die Bindung der Peptide an HIV-TAR durch die Bestimmung der
Dissoziationskonstanten (Kp) mittels Fluoreszenz-Titration (Kap. 4.6.1) quantifiziert werden.
Parallel dazu wurde auch der Kp fir die Bindung des entsprechenden Peptids an tRNA aus
Hefe bestimmt, um die Spezifitat des Peptids zu Uberprufen. Das jeweilige Peptid wurde in
einer Konzentration von 10 nM vorgelegt und HIV-TAR, bzw. tRNA wurde im Bereich von
1nM bis 100nM (Endkonzentrationen) zutitriert. Fir Pep-E konnte keine
Dissoziationskonstante fir die Bindung an HIV-TAR ermittelt werden, da anhand der
Bindungskurve mehrere Bindungsstellen fiir das Peptid zu erkennen waren. Die ermittelten
Dissoziationskonstanten und Titrationskurven sind im folgenden zusammengestellt.
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Tabelle 5-10: Zusammenfassung der ermittelten Dissoziationskonstanten (Kp) fir die Bindung der
Peptide an tRNA und HIV-TAR-RNA.

Pep-A Pep-B Pep-E
HIV-TAR-RNA 0,87 nM 3,28 nM
Gesamt-tRNA 0,88 nM 34,1 nM 3,6 nM

Die Dissoziationskonstanten liegen alle im nanomolaren Bereich, d.h. die Bindung ist sehr
stark. Allerdings zeigt sich in allen Féllen, dass die Peptide sowohl an die TAR-RNA, als
auch an unspezifische Gesamt-tRNA aus Hefe binden. Fir Pep-E war es mit dieser Methode
nicht moglich, eine Dissoziationskonstante zu bestimmen, da die Fluoreszensz sehr stark
zunahm und so die erhaltene Titrationskurve nicht auszuwerten war. Bei der Titration von
Pep-A mit TAR-RNA gingen alle Punkte der Messung in den Fit zu Bestimmung des Kp ein,
ebenso bei der Messung von Pep-E mit tRNA. Bei der Titration mit tRNA waren es nur die
Messpunkte bis zu einer Konzentration von 30 nM, da hier bereits eine Séttigung eintrat. Im
Fall von Pep-B wurden die Konzentrationen bis 20 nM berlcksichtigt. Bei der Berechnung
des Kp der Bindung an tRNA, wurde von einer Bindungsstelle fiir das Peptid je tRNA-
Molekdil ausgegangen.
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Abbildung 5-36: Titrationskurven fur die Bestimmung der Dissoziationskonstante des Peptids Pep-A
bezlglich der Bindung an RNA. Es wurden jeweils 10 nM Peptid vorgelegt und HIV-
TAR-RNA (schwarz) oder Gesamt-tRNA aus Hefe (weil) zutitriert. (A) Pep-A
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Abbildung 5-37: Titrationskurven fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante der Peptide Pep-B und
Pep-E beziiglich der Bindung an RNA. Es wurden jeweils 10 nM Peptid vorgelegt und
TAR-RNA (schwarz) oder Gesamt-tRNA aus Hefe (weilt) zutitriert. (B) Pep-B, (C) Pep-E
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5.6.2 Eindimensionale NMR-Spektroskopie an HIV-TAR.

Um die qualitative Bindung der Peptide an HIV-1-TAR zu Uberpriifen, wurde eine NMR-
Titration durchgefiihrt. Im NMR-Spektrum von RNA kann man jede Resonanz einem
Iminoproton einer Base zuordnen, welche Bestandteil eine Watson-Crick-Basenpaares ist.
Somit konnte die Spezifitat der Bindung kontrolliert werden. Die Zuordnung der Resonanzen
der HIV-TAR ist bekannt (Metzger et al., 1997). In den folgenden Abbildungen sind die
NMR-Titrationen von HIV-TAR-RNA mit dem entsprechenden Peptid dargestellt.

TAR : Pep-A
1:4

TAR : Pep-A
1:2

TAR : Pep-A
1:1

TAR : Pep-A
1:0,5

freie TAR

144 142 140 138 13,6 134 13,2 130 128 126 124 122 120 11,8 ppm

Abbildung 5-38: NMR-Titration von HIV-TAR-RNA mit Pep-A. Dargestellt ist die Iminoprotonenregion der
eindimensionalen NMR-Spektren. Die Spektren wurden bei einer Protonenfrequenz von
600 MHz aufgenommen.
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Abbildung 5-39: NMR-Titration von HIV-TAR-RNA mit Pep-B. Dargestellt ist die Iminoprotonenregion der
eindimensionalen NMR-Spektren. Die Spektren wurden bei einer Protonenfrequenz von
750 MHz aufgenommen.

G44
U238 U42G36

G17

freie TAR

14,4 14,2 14,0 13,8 136 134 13,2 13,0 12,8 126 124 122 120 11,8 ppm

Abbildung 5-40: NMR-Titration von HIV-TAR-RNA mit Pep-E. Dargestellt ist die Iminoprotonenregion der
eindimensionalen NMR-Spektren. Die Spektren wurden bei einer Protonenfrequenz von
600 MHz aufgenommen.
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Die Bindung von Pep-B und Pep-E an HIV-TAR-RNA ist hochspezifisch. Dies zeigt sich an
der Verschiebung distinkter Iminoprotonensignale. Fur Pep-B  zeigt sich eine
Tieffeldverschiebung fir G36 und eine Hochfeldverschiebung fir U38, G21 und G36. Bei der
Titration von Pep-E kommt es nur zu sehr geringen Verschiebungen, die bei 0,02 ppm liegen.
Es handelt sich hierbei um eine Tieffeldverschiebung von G26 wund eine
Hochfeldverschiebung von U38 und G36. Die entsprechenden Ausschnitte sind in Abbildung
5-41 vergrolert dargestellt. Weiterhin liegt eine Tieffeldverschiebung von G44 oder U42 vor.
Die Zugehorigkeit des entsprechenden Signals I&sst sich nicht genau beurteilen, da die Signale
fur diese zwei Basen nicht aufgespalten wurden. Die Bindung von Pep-A an HIV-TAR-RNA
erfolgt nicht an einem distinkten Bindungsort. Die Iminoprotonensignale sind nach der
Zugabe des Peptids nicht mehr distinkt. Dies liegt wahrscheinlich daran, dass das Peptid an
sehr vielen Stellen an die TAR-RNA bindet und diese dadurch sehr viele verschiedene
Konformationen einnimmt. Es kommt folglich zu vielen verschiedenen Signalen, die sich
gegenseitig zu Null herausmitteln.

u3s U36 G26
TAR : Pep-E
1:8
freie TAR

T TT T IR

140 138 132 12.0 124 122

Abbildung 5-41: VergroRerte Ausschnitte aus der NMR-Titration von HIV-TAR-RNA mit Pep-E.
Dargestellt ist jeweils die freie TAR-RNA und der Endpunkt der Titration.
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6 Diskussion

6.1 Etablierung eines ternaren Phagendisplay-Systems

Phagen-Display-Experimente dienen in den meisten Féllen der Untersuchung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen. Sie werden fiir die Suche nach Antikdrpern oder der Bestimmung
eines Bindungsmotives eingesetzt und bei diesen Verfahren kommen in der Regel Epitop-
Bibliotheken zur Anwendung (Winter et al., 1994; Kay, 1994; Sparks et al., 1994; McCafferty
et al., 1990). Im Gegensatz dazu gewinnen Phagen-Display-Studien, in denen Nukleinsduren
als Liganden dienen, erst in den letzten Jahren an Bedeutung. So ist mit Hilfe von in vitro-
Selektionen die Identifikation neuer Nukleinséure-bindender Peptide mdglich, die vor allem
fiir die Entwicklung von Inhibitoren der RNA-Transkription von groRer Bedeutung sind (Kap.
1.4.3). Ein weiterer neuartiger Ansatz ist die lIdentifizierung und Klonierung von RNA-
bindenden Proteinen aus cDNA-Banken. Hierbei wird eine cDNA-Bank auf T7-Phagen
prasentiert und auf die Bindung an eine bestimmte RNA selektiert (Danner and Belasco,
2001).

Ein System flr die Untersuchung von RNA-Protein-Wechselwirkungen mit Hilfe der Phagen-
Display-Technik stellt das HIV-1-Tat-TAR-System dar (Hoffmann & Willbold, 1997). Dieses
Phagen-Display beruht auf der Verwendung von pAK-Phagmiden (Krebber et al., 1996a).
Diese kodieren fir ein N-terminal stark verkirztes Gp3-Protein (Gp3ss), welches im
Gegensatz zum Wildtyp-Gp3 mit 8 Cysteinen nur noch zwei Cysteine aufweist, die gepaart
im Inneren der Phagenhlle liegen. Damit sollte es zu geringeren Problemen bei Fusionen mit
stark cysteinhaltigen Proteinen, wie es das Tat-Protein ist, kommen. Des weiteren enthalt das
Gp3ss keine Glycin-Linker (Kap.1.4.1), wodurch Fusionsproteine stabiler prasentiert werden
koénnen, da kompaktere Molekile weniger anféllig fir zelluldre Proteasen sind. Die
Funktionalitat des Systems wurde mittels einer Testselektion von Tat-prasentierenden Phagen
gegen Tat-mtRRRR-préasentierende Phagen (R53A, R55A, R56A, R57A) und Phagen, die
kein Tat prasentierten, tberprift (Hoffmann & Willbold, 1997).

In der vorliegenden Arbeit konnte das System auf ein ternares System erweitert werden. Dies
war notwendig, da mittlerweile bekannt ist, dass der zelluldare Kofaktor Cyclin T1 flr eine
optimale Bindung von HIV-Tat an HIV-TAR-RNA essentiell ist (Wei et al., 1998).

Cyclin T1 steigert die Affinitat und Spezifitat von HIV-Tat zur TAR-RNA

Mit Hilfe der Bestimmung der relativen Bindungsfaktoren von pAK-tat-wt-présentierenden
Phagen und pAK-ta-mt8bas-prasentierenden Phagen konnte gezeigt werden, dass Cyclin T1
im Phagen-Display voll funktionell ist. In der Mutante Tat-mt8bas sind alle acht basischen
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Aminoséuren des ,arginine rich motif“ (ARM) durch Alanine ersetzt. Da dem ARM eine
grol3e Bedeutung fur die Bindung von HIV-Tat an TAR-RNA zugeschrieben wird (Hauber et
al., 1989), hatte man erwartet, dass diese Tat-mt8bas-Variante nur eine sehr geringe Tat-
Bindungsaktivitat in Abwesenheit von Cyclin T1 besitzt. Uberraschenderweise besitzen die
Tat-mt8bas-présentierenden Phagen jedoch noch eine partielle Bindungsaktivitat. Fir Tat-
mt8bas-prasentierende Phagen wird die relative Bindungsfahigkeit im Vergleich zu Tat-wt
nur um den Faktor 3,5 in Abwesenheit bzw. um den Faktor 4,7 in Anwesenheit eines
Uberschusses an unspezifischer Hefe-tRNA reduziert. Die Anwesenheit von Cyclin T1 in den
Experimenten zur Bestimmung der relativen Bindungsfahigkeit fihrt zu einer Erhdhung der
Affinitat beider pAK-tat-Phagen-Varianten. Cyclin T1 liegt vollkommen funktionell im
terndren Phagen-Display vor und erhoht im Phagen-Display-System sowohl die Affinitat
(Abbildung 5-4), als auch die Spezifitat der Bindung von HIV-Tat an TAR-RNA (Abbildung
5-5). Die TAR-Bindung ist demnach sowohl von Cyclin T1 als auch von der Anwesenheit des
ARMs abhangig.

Mutationen im Bereich des ARMs beeinflussen nicht die Bindung von HIV-Tat an Cyclin T1.
Das steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass eine Tat-Mutante, in der alle basischen
Reste des ARMs durch Glycine ausgetauscht wurden, noch in der Lage ist, an Cyclin T1 zu
binden (Kwak et al., 1999).

Um zu (berpriifen, ob die beobachteten Anderungen der relativen Bindungsfaktoren
tatsachlich von Cyclin T1 verursacht werden, wurden die relativen Bindungsfaktoren in der
Gegenwart verschiedener Konzentrationen an Cyclin T1 bestimmt. Diese Untersuchungen
wurden unter spezifischen Bedingungen, d.h. in der Gegenwart von Kompetitor-RNA
durchgefiihrt. Die relativen Bindungsfaktoren fur Tat-wt-prasentierende Phagen zeigen eine
deutliche Dosisabhangigkeit fur die Anwesenheit von Cyclin T1 (Abbildung 5-6), die auch
unabh&ngig von dem Hexahistidinanhang des verwendeten His-hCycT1(2724) ist (Jonas et
al., 2001).

Alle Komponenten des ternaren Systems sind unter Selektionsbedingungen funktionell

Um zu Uberprifen, ob alle Komponenten des terndren Phagen-Display-Systems unter
Selektionsbedingungen tauglich sind, wurde eine vereinfachte ,,Biopanning“-Prozedur (Kap.
5.1.4) durchgefihrt. Hierbei wurde ein Gemisch aus Tat-wt- und Tat-mt8bas-prasentierenden
Phagen sowohl in Abwesenheit, als auch in Anwesenheit von Cyclin T1 auf ihre Bindung an
TAR-RNA selektiert. Beide Selektionen wurden in Gegenwart von Kompetitor-RNA
durchgefiihrt. Die pAK-tar-mt8bas Phagen wurden in einem 5000-fachen Uberschuss
eingesetzt. Die Selektion verlief (iber drei Runden und der Verlauf der Selektion wurde
mittels PCR-Produktldngenanalyse verfolgt (Abbildung 5-8). Drei Selektionsrunden fiihrten
zu einer 2000-fachen bzw. 1000-fachen Anreicherung von Tat-wt-prasentierenden Phagen in
Abwesenheit bzw. Anwesenheit von Cyclin T1. Es scheint zunédchst tberraschend, dass die
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Anreicherung von Tat-wt-prasentierenden Phagen in Abwesenheit von Cyclin T1 hoher ist,
als in Anwesenheit. Es bedeutet aber, dass in Anwesenheit von CyclinT1 der
Selektionsvorteil von Tat-wt geringer ist als in Abwesenheit des Kofaktors. Dieses Ergebnis
stimmt sehr gut mit den relativen Bindungsfaktoren tberein (Abbildung 5-4). Der Vergleich
der relativen Bindungsfaktoren von Tat-wt- und Tat-mt8bas-prasentierenden Phagen in
Gegenwart von unspezifischer tRNA, aber ohne Cyclin T1 ergibt ein Verhaltnis von 4,8. Das
entsprechende Verhaltnis der Bindungsfaktoren in Anwesenheit von Cyclin T1 fihrt zu einem
Wert von 3,6. Dies stellt einen Unterschied von 25 % dar. Mit Hilfe der Ergebnisse der
Testselektion kann man einen Anreicherungsfaktor, gemittelt Gber drei Selektionsrunden,
berechnen. Dieser liegt bei 12,6 fiir die Abwesenheit von Cyclin T1 und bei 10,0 fir die
Anwesenheit von Cyclin T1. Auch hier liegt der Unterschied zwischen den Werten bei 25 %
(Jonas et al., 2001). Sowohl das phagenprésentierte Tat, als auch das Cyclin T1 sind also im
ternéren Phagen-Display-System voll funktionell.

Aullerdem geht aus diesen Ergebnissen hervor, dass die Arginine des ARMs fir die RNA-
Bindung keine so entscheidende Rolle zu spielen scheinen, wie bisher angenommen. Der
Erhalt von RNA-Bindungsaktivitét trotz des Austausches mehrerer Arginine eines ARMs ist
auch fur das N-Protein des Phagen A beschrieben worden. Durch den Austausch von drei
Argininen durch Alanine, wurde im Vergleich zum Wildtyprotein eine Verringerung der
Antiterminationsaktivitdt in vivo um 50 % beobachtet. Das verdnderte Protein ist aber
dennoch in der Lage, in vitro an sein zugehoriges RNA-Element, NusA, zu binden (Gusarov
& nudler, 2001).

6.2 Selektion der Tat-random-Bibliotheken

Die bisher durchgefiihrten Phagen-Display-Studien auf Basis von Protein-RNA-
Wechselwirkungen dienten dazu, die Bindung eines Proteins an seine RNA genauer zu
charakterisieren. Ein erstes Experiment solcher Art gelang mit der Prasentation der RNA-
bindenden Doméne des spleifosomalen Proteins U1A (Laird Offringa and Belasco, 1995) und
spater mit der Untersuchung von Zink-Finger-Bindungsmotiven (Friesen and Darby, 1997).
Im Fall von UlA bestand die verwendete Bibliothek aus nur 512 unterschiedlichen
Ausgangsvarianten. An den neun U1A-Sequenzpositionen, die mit der UlA-Ziel-RNA
interagieren, wurde entweder die Wildtyp-Aminosdure zugelassen, oder der Rest, der an
dieser Sequenzposition in  der hochhomologen RNA-bindenden Doméne des
snRibonukleoproteins U2B’* vorliegt (Kap. 1.4.3). Aus dieser Kkleinen Zahl von
Ausgangsvarianten wurden Peptide selektiert, die hochaffin an die Ziel-RNA binden. Im
anderen Fall des Zink-Finger-Bindungsmotives wurde eine Bibliothek ausgehend von Zink-
Finger 4 aus TFIIIA aus Xenopus laevi konstruiert. Hier wurden die Aminosduren an den
Positionen -1, +2, +3 und +6 der a-Helix vollstdndig randomisiert. VVon diesen Resten war
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bekannt, dass sie direkt mit der RNA interagieren. Die resultierende Bibliothek wurde auf die
Bindung an 5S rRNA selektiert. Es konnten Zink-Finger-Motive gefunden werden, die mit
ahnlicher Affinitat an die RNA binden, wie der Wildtyp-Zink-Finger. Des weiteren konnten
mit diesem Experiment Aussagen Uber die Art der Erkennung der RNA gemacht werden.
Dabei wurde deutlich, dass RNA in ahnlicher Weise durch Zink-Finger-Bindungsmotive
erkannt wird, wie die DNA.

Fur HIV-Tat gibt es keine Untersuchungen dartiber, welche Aminosauren in der Gegenwart
von Cyclin T1 direkt mit der TAR-RNA intertagieren und wie wichtig jede einzelne
Wechselwirkung fur die Bindung an HIV-TAR-RNA ist. In einer ganzen Reihe von Arbeiten
wurden synthetische HIV-Tat-Peptide oder HIV-Tat-Peptid-Varianten in Bezug auf ihre
Bindungsfahigkeit an HIV-TAR-RNA (Kamine et al., 1991; Weeks et al., 1993) und
weiterhin auf ihre Transaktivierungsfahigkeit untersucht (Calnan et al., 1991b; Delling et al.,
1991; Tao & Frankel, 1993; Vives et al., 1994). In allen diesen Studien zeigt sich, dass der
Austausch eines einzelnen Argininrestes gegen ein Alanin keine Auswirkung auf die
Dissoziationskonstante (Kp) hat, wahrend der Austausch von zwei Argininen zu einer
Erhohung des Kp um bis zu zwei GrolRenordnungen fiihrt. Diese Arbeiten wurden allerdings
ohne Cyclin T1 durchgefiihrt, da zu dieser Zeit der Einfluss von Cyclin T1 auf die Tat-TAR-
Bindung noch nicht bekannt war.

Die basische Sequenzdoméne zwischen den Tat-Proteinen aller HIV-1-Isolate ist nahezu
vollstandig konserviert und das, obwohl Retroviren flr ihre hohen Mutationsraten bekannt
sind (Modrow and Falke, 1997). Die Frage stellt sich also, ob diese Konservierung der
basischen Reste allein auf die Notwendigkeit fir die Tat-TAR-Wechselwirkung
zuriickzufihren ist. Die basische Sequenzdoméane von HIV-1 Tat dient nicht nur der Bindung
an HIV-TAR-RNA (Dingwall et al., 1989; Cordingley et al., 1990; Weeks et al., 1990),
sondern auch als Kernlokalisationssequenz (,,nuclear leading sequence”, NLS) (Siomi et al.,
1990; Kuppuswamy et al., 1989; Truant & Cullen, 1999). Des weiteren ist dieser
Sequenzabschnitt fir eine durch das Tat-Protein hervorgerufene Schédigung des
Zentralnervensystems verantwortlich (Hayman et al., 1993; Philippon et al., 1994) und
bestimmt das fusionierende Potential von Tat (Vives et al., 1997; Fawell et al., 1994). Somit
sind auf diesem sehr kleinen, nur zehn Aminosduren umfassenden Sequenzabschnitt
mindestens vier verschiedene Funktionen enthalten. In der hier vorliegenden Arbeit sollte
hingegen die Rolle der basischen Reste fur die Bindung an HIV-TAR in An- und
Abwesenheit von Cyclin T1 untersucht werden.

pAK-tat-random-Bibliotheken wurden in einer ausreichenden Grofe konstruiert

Fur die Selektion von HIV-Tat wurden zwei Tat-random-Bibliotheken konstruiert, in denen
jeweils vier Aminosduren der basischen Sequenzdoméne vollstandig randomisiert wurden.
Die cysteinreiche Sequenzdoméne von HIV-Tat besitzt finf Cysteine. Dadurch basierten
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diese Bibliotheken auf einer ungeraden Anzahl an Cysteinen. Die Selektion wurde unter
reduzierenden Bedingungen durchgefuhrt, so dass die Anzahl an Cysteinen keine Bedeutung
haben sollte. Reinfektion der Bakterien und deren Anzucht erfolgte allerdings in
sauerstoffreichen Medium, wodurch Varianten mit einer auf das gesamte Protein bezogenen
geraden Anzahl an Cysteinen bevorzugt werden konnten. Das wirde zu einer Anh&ufung an
einer ungeraden Anzahl an Cysteinen an den randomisierten Positionen fuhren. Deshalb
wurde zusatzlich eine Tat-random-Bibliothek konstruiert, bei der Cystein 31 durch Serin
ersetzt ist und dadurch in der Ausgangsbibliothek eine gerade Anzahl an Cysteinen vorlag.
Alle drei Bibliotheken konnten nach Optimierung des Ligationsverhaltnisses in einer
ausreichenden Grofle konstruiert werden. Es zeigte sich auBerdem, dass die
Transformationseffizienz der Ligationsansétze stark von der Qualitat der elektrokompetenten
Zellen abhangig ist. Mit einer Anzahl an unabhangigen Klonen zwischen 1,1 x 10°% und 1,5 x
10° war eine ausreichende Diversitat der Bibliotheken gesichert.

6.3 Die Selektion hat Tat-Varianten ergeben, die an HIV-TAR-RNA
binden

Basische Aminosaurereste haben nur einen geringen Anteil an der Tat-TAR-Bindung

Mit dem Hintergrund &lterer Studien zur Bedeutung der basischen Sequenzdomane fiir die
Bindung an HIV TAR-RNA (Churcher et al., 1993; Kamine et al., 1991) hatte man erwartet,
dass sich nach der Selektion der Phagen-Display-Bibliotheken an den randomisierten
Aminosdurepositionen Reste mit basischem Charakter, und dabei bevorzugt Arginine,
durchsetzen wirden.

Im Modell des Tat-TAR-Komplexes wird gezeigt, dass die Arginine R53, R55, R56 und R57
von der RNA-Helix wegweisen und keinen direkten Kontakt mit dem Phosphatriickgrat der
TAR-RNA eingehen. Das wiirde bedeuten, dass die Aminoséurereste an den Positionen R49,
K50, K51 und R52 von HIV-Tat weitaus wichtiger fur die Wechselwirkung mit dem
Phosphatriickgrat sind. Dies fuhrt zu der Vermutung, dass im Fall der Selektion der Tat-
RKKR-random-Bibliothek eher basische Reste auftreten, als bei der Selektion der Tat-RRRR-
random-Bibliotheken.
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Abbildung 6-1: Modell des HIV-Tat-TAR-Komplexes (hach Seewald, 1998)

Die Analyse der Sequenzen der selektierten Tat-Varianten beziglich des Gehalts an
geladenen Aminoséuren zeigt deutlich, dass dies nicht der Fall ist (Kap. 5.4). In den gesamt
72 analysierten Sequenzen aus Selektionen der Tat-RKKR-random-Bibliotheken treten nur
sechs Arginine (2,1 %) auf, wéhrend in den Sequenzen aus Selektionen der Tat-RRRR-
random-Bibliotheken in 95 Sequenzen 21 Arginine (5,5%) und zwei Lysine (0,5 %)
vorkommen. Bei einer gleichmaRigen Verteilung aller Aminosauren wiirde jeder Rest mit
einer Wahrscheinlichkeit von 5 % auftreten. Die Testselektionen und die Bestimmung der
Anreicherungsfaktoren von Tat-wt- und Tat-mt8bas-prasentierenden Phagen gibt bereits einen
ersten Hinweis darauf, dass die basischen Aminosauren in Gegenwart des zelluldren
Kofaktors Cyclin T1 eine geringere Rolle spielen, als bisher angenommen. Daher war es nicht
allzu erstaunlich, dass nach der Selektion in keiner der untersuchten Klone die Tat-wt-
Sequenz zu finden war. Andererseits kdnnte dies aber auch darauf zuriickzufuihren sein, dass
Phagen, bei denen geh&uft geladene Reste im randomisierten Bereich auftraten einen
Selektionsnachteil hatten, da die Anhdufung von geladenen Resten zu einem Verlust des
Proteintransports durch die E.coli Membran flhrt (Kuhn, 1995). Dass dies nicht unbedingt der
Fall sein muss konnte durch die funktionelle Prasentation von Tat-wt auf Phagen gezeigt
werden. Trotzdem koénnten Tat-wt-Phagen die Membran mit geringerer Effizienz durchqueren
als Phagen, die ein Tat-Protein mit weniger geladenen Resten prasentieren. Anhand der
Selektion der Ph.D 12 Phagenbibliothek (Kap. 5.6) konnte gezeigt werden, dass in den
erhaltenen Peptiden teilweise bis zu sechs Arginine auftreten kdnnen und eine hohe Anzahl an
Argininen keinen entgegengesetzten Selektionsdruck darstellt.

Fur die weitere Charakterisierung wurden aus den erhaltenen Sequenzen solche ausgewahlt,
die mehrfach auftraten (Tat-VPGW, Tat-GDQF, Tat-PMQD, Tat-LQPLR, Tat-GQCIR, Tat-
GQLSL, Tat-C31S-EQLSG). Des weiteren wurden solche Sequenzen betrachtet, die zwar nur
vereinzelt auftraten, aber basische Reste enthielten (Tat-RIVK, Tat-SQGRL). Tat-EQLSG
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wurde néher betrachtet, da diese Sequenz auch in der C31S-Bibliothek auftrat und Tat-C31S-
GQGGC, da es zu einer Anh&ufung von Glycinen kam (Tabelle 5-7). Zuséatzlich wurden die
Varianten Tat-mtRKKR, Tat-mtRRRR und Tat-mt8bas betrachtet. Die Tat-Varianten wurden
nun auf folgenden Eigenschaften naher charakterisiert:

» in vitro Aktivitét, d.h. Bindung an TAR-RNA in An- und Abwesenheit von
Cyclin T1

» Transaktivierungsfahigkeit des HIV-LTR in vivo
» Lokalisation in der Zelle

Die Ergebnisse dieser Charakterisierung sind Tabelle 6-1 zusammengefasst.



Diskussion

101

Tabelle 6-1: Eigenschaften der charakterisierten Tat-Varianten.

Tat-Variante  aus Selektion  Bindung an Bindungan  Aktivierung Lokalisation
+/-Cyclin T1  TAR-RNA® TAR-RNA mit des HIV-1- in der Zelle®
erhalten® Cyclin T1° LTR
Tat-wt' + + 13,1 K
Tat-EQLSG? - - + 3,3 gK +C
Tat-SQGRL - + + 4,8 gK +C
Tat-CQLSL + +/- + 10,2 K
Tat-GQCIR + ; + 12,8 K
Tat-LQPLR + + + 12,7 K
Tat-C31S- -+ - + 6,2 K+C
EQLSG
Tat-C31S- - + + 7,5 K+C
GQGGC
Tat-mtRRRR® +/- + 9,9 K
Tat-RIVK® + - + 6,7 K+C
Tat-VPGW - + + 2,2 C
Tat-GDQF + + + 6,7 K+C
Tat-PMQD + + + 9,7 K
Tat-mtRKKR® +- + 4,4 gK +C
Tat-mt8bas® +/- + 3,7 C

% (+) Selektion in Anwesenheit von Cyclin T1, (-) Selektion in Abwesenheit von Cyclin T1,
(+/-) Vorkommen in beiden Selektionen

® (+) starke Bindung, (+/-) schwache Bindung, (-) keine Bindung

¢ Lokalisation im Kern (K), im Cytoplasma (C), geringe Lokalisation im Kern (gK)

6 Ausgangssequenz der Varianten:

1) RKKRRQRRRR (Tat-wt)

2) RKKRXQXXX

3) RKKRAQAAA

4) XXXXRQRRR

5) AAAARQRRR

6) AAAAAQAAA
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Die Selektion der HIV-Tat-Varianten erfolgte aufgrund der Bindung an HIV-TAR-
RNA

Bei der Betrachtung der Gelretardationsexperimente wird deutlich, dass mit Ausnahme der
Variante Tat-EQLSG alle Tat-Varianten im bindren System an TAR-RNA binden, die aus
Selektionen ausgewéhlt wurden, welche in Abwesenheit von Cyclin T1 durchgefthrt wurden.
Umgekehrt besitzen mit Ausnahme der Variante Tat-C31S-EQLSG nur Tat-Varianten aus
Selektionen in Anwesenheit von Cyclin T1 keine TAR-Bindungsfahigkeit ohne den Kofaktor.
Damit ist belegt, dass mit dem Selektionssystem tatsachlich Tat-Varianten angereichert
wurden, die unter den jeweiligen Bedingungen an HIV-TAR-RNA binden.

Die Varianten Tat-EQLSG und Tat-C31S-EQLSG

Tat-Varianten mit der Sequenz EQLSG treten sowohl in der Selektion der Tat-mtRRRR-
random-Bibliothek ohne Cyclin T1 auf (einer von 23 Klonen), als auch in der Selektion der
Tat-C31S-mtRRRR-random-Bibliothek. Interessanterweise wird hier diese Variante in
Anwesenheit (drei von 20 Klonen) und Abwesenheit von Cyclin T1 (neun von 28 Klonen)
selektiert. Obwohl Tat-EQLSG aus der Selektion ohne Cyclin T1 stammt, besitzt es unter den
Bedingungen des Gelretardationsexperimentes keine TAR-Bindungsaktivitat. Die Variante
Tat-C31S-EQLSG wurde unter bindren und terndren Selektionsbedingungen erhalten. Sie
kann aber genau wie Tat-EQLSG ohne den Kofaktor nicht an TAR-RNA binden. Allerdings
wurden die binaren Gelretardationsexperimente in Gegenwart eines 20-fachen Uberschusses
an Kompetitor-tRNA durchgefiihrt, wahrend in der Selektion nur ein 10-facher Uberschuss
einfesetzt wurde. Im in vitro Experiment verhalten sich die beiden Tat-EQLSG-Varianten
unabhéngig von der Mutation des Cystein 31. Die Besetzung dieser Aminosaureposition mit
einem Cystein oder einem Serin hat keinen Einfluss auf die Ausbildung des Tat-TAR-
Cyclin T1-Komplexes. Das Motiv EQLSG scheint unter Selektionsbedingungen einen
enormen Vorteil zu besitzen, da diese Variante gleich in drei von vier Selektionen auftrat.

Alle selektierten Tat-Varianten binden in Anwesenheit von Cyclin T1 an TAR-RNA

In Gegenwart von CyclinT1 konnte fir alle untersuchten Tat-Varianten im
Gelretardationsexperiment die Bindung an HIV-TAR-RNA in Gegenwart eines 40fachen
MassenuberschulR an tRNA nachgewiesen werden (Abbildung 5-26). Die Ausbildung des Tat-
TAR-Cyclin T1-Komplexes  scheint  dabei  vollkommen  unabhdngig von  der
Aminosaurebesetzung der randomisierten Positionen in der basischen Sequenzdoméne zu
sein. Wie fur Cyclin T1 beschrieben, bewirkt es eine Steigerung der Affinitdt und Spezifitat
der Bindung von HIV-Tat an TAR-RNA (Wei et al., 1998; Emerman and Malim, 1998).

Die Tat-mt8bas-Variante besitzt im bindren System eine geringe, aber dennoch detektierbare
Bindungsaktivitat. Dies stimmt mit den Beobachtungen der Testselektion (Kap. 5.1.4)
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uberein. Die Varianten Tat-mtRKKR und Tat-mtRRRR kdnnen ohne Cyclin T1 nur schwach
an TAR-RNA binden. Es sind weitere Hinweise darauf, dass das ARM bei der Bindung von
HIV-Tat an TAR-RNA Kkeine so bedeutende Rolle spielt, wie bisher angenommen. Dies steht
in Einklang mit Untersuchungen uber die Bindung des spleiosomalen Proteins U1A an
Ulhpll-RNA. Durch Analyse der Bindungskinetik konnte nachgewiesen werden, dass sich
Protein und RNA durch die positiven Reste des Proteins und das negativ geladene
Phosphatriickgrat der RNA elektrostatisch anziehen. Danach folgt ein schneller ,,induced fit*,
durch den der Komplex in eine stabile Konformation gelangt. Die positiven Reste spielen
demnach nur fur die erste Erkennung, nicht aber fur die eigentliche Bindung eine Rolle
(Katsamba et al., 2001).

Alle selektierten Varianten konnen rein sterisch an TAR-RNA binden

Durch die Modellierung der selektierten HIV-Tat-Varianten in ein Modell des Tat-TAR-
Komplexes, sollten sterische Kriterien der Tat-TAR Wechselwirkung betrachtet werden.
Wegen der Problematik einer exakten Parametrisierung der elektrostatischen
Wechselwirkungen wurden hier nur die van der Waals Wechselwirkungen betrachtet, um eine
Aussage dartiber zu machen, welche der modellierten Komplexe unter sterischen
Gesichtspunkten moglich erscheinen. Alle der modellierten Peptide wiesen einen RMSD fiir
das Phosphatriickgrat von weniger als 0.3 A zur Startstruktur auf (Tabelle 5-8). Die groRten
Abweichungen wurden dabei fur Peptide erhalten, in denen sich ein Prolin befindet. Diese
Beobachtung ist wahrscheinlich auf die charakteristische Geometrie des Proteinrtickgrats bei
Prolinen zurlckzufihren und weniger auf spezifische Eigenschaften der Seitenkette. Die
groBe Zahl, bzw. Variation an tolerierten Aminoséuren, die aus diesen Modellierungsstudien
erhalten wurde, stimmt auch mit den Ergebnissen des Phagendisplays Uberein, in dem kein
distinktes Konsensusmotiv gefunden wurde. Die argininreiche Sequenzdomane von HIV-Tat
nimmt keine diskrete Struktur ein und hat so eine dynamische Konformation im Tat-TAR-
Komplex (Calnan et al., 1991a; Aboul ela et al., 1995; Bayer et al., 1995; Tan and Frankel,
1995). So betrachtet benoétigt HIV-Tat keine ausgepragten Sekundérstrukturelemente fur die
Bindung an TAR-RNA. Trotz der beobachteten Toleranz gibt es dennoch auch Peptide, die
nur sehr schlecht rdumlich in die Sequenz der TAR-RNA zu modellieren sind. Das wird am
Beispiel der Negativkontrolle deutlich. Diese Toleranz an Aminosdureresten und Sequenzen
aus den Selektionen der Tat-mtRRRR-random Bibliothek konnte darauf zuruckgefiihrt
werden, dass die entsprechenden Sequenzpositionen (R53, R55, R56, R57) nicht unbedingt
fir eine Wechselwirkung mit TAR-RNA notwendig sind, was gut mit dem Modell
(Abbildung 6-1) des Tat-TAR-Komplexes Ubereinstimmt.

Die bisher durchgefiihrten Experimente tber die Bedeutung der einzelnen Aminosdurereste
des ARMs fur die Wechselwirkung von HIV-Tat und HIV-TAR-RNA stammen aus einer
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Zeit, in der Cyclin T1 noch unbekannt war. Es wurde allerdings gezeigt, dass eine um das
ARM verkiurzte Tat-Variante (aa 1-48) keinen terndren Tat-TAR-Cyclin T1-Komplex
ausbilden kann (Wei et al., 1998). In dieser Arbeit konnten aus einer Tat-mtRKKR-random-
Bibliothek Tat-Varianten selektiert werden, die an TAR-RNA binden. Keine der untersuchten
Varianten wies an Position 52 ein Arginin auf. Gerade diesem hochkonservierte Arginin
(R52) wird, vermutlich durch die Bildung eines Wasserstoffbriicken-Netzwerks zum
Phosphatriickgrat der TAR-RNA, ein groBer Teil der Bindungsspezifitit von Tat
zugeschrieben wird (Calnan et al., 1991b; Tao and Frankel, 1992). Diese Experimente wurden
allerdings nur mit verklrzten Tat-Peptiden durchgefiihrt und nicht mit dem gesamten Tat-
Protein. Diese Verschlechterung der Bindungsaktivitat ist demnach eventuell auch auf die
Kirze des Peptids und nicht nur auf den Verlust von R52 zuriickzufuhren. Des weiteren
wurde mit Bindungsexperimenten mit synthetischen HIV-Tat-Peptiden gezeigt, dass die
Substitution eines einzelnen basischen Restes zu keiner wesentlichen Erhohung der
Dissoziationskonstanen (Kp) fiihrt, wéahrend der Austausch von gleich zwei Resten eine
Verminderung des Kp um mindestens das 20-fache zur Folge hat (Calnan et al., 1991b). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch Tat-Varianten, in denen vier der basischen
Reste ausgetauscht wurden, noch an TAR-RNA binden kdnnen. Die basische Sequenzdoméne
ist nicht allein ausschlaggebend fir die Affinitat und Spezifitat der Tat-TAR-Bindung. Dies
steht in Ubereinstimmung mit friiheren Studien. So liegt die Dissoziationskonstante von HIV-
TAR mit einem Peptid bestehend nur aus Kern-, basischer- und glutaminreicher
Sequenzdoméne (aa 37-72) bei 100 nM und mit HIV-Tat bei 2,6 nM (Churcher et al., 1993).
In diesen Experimenten wurde als Kompetitor keine unspezifische tRNA eingesetzt, sondern
einer Variante von HIV-TAR. Daher lassen sich die Aussagen Uber die Spezifitat der Tat-
TAR-Bindung nur schwer mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichen, in denen die
Bindung der Tat-Varianten durch die Zugabe eines 40-fachen Uberschusses an unspezifischer
tRNA verhindert wird (Abbildung 5-25).

6.4 Alle selektierten Varianten besitzen in vivo Aktivitat

Da alle ausgewéhlten Tat-Varianten durch die Gegenwart von Cyclin T1 die Fahigkeit zur
Bindung an TAR-RNA erlangten, war die Frage interessant, ob die Varianten in vivo Aktivitat
besitzen. Die Transaktivierungsaktivitat der ausgewahlten Varianten wurde mit Hilfe eines
dualen Luciferase Assays bestimmt (Kap. 5.5.3.1). Es stellte sich heraus, dass Tat-wt mit
einer 13,1-fachen Transaktivierungsaktivitdt die groBte und Tat-VPGW mit 2,2-fach die
geringste Aktivitat besitzt. Die Aktivitat der Varianten, deren Aminosduresequenz einen
ahnlichen Charakter besitzen wie Tat-wt (Tat-GQCIR, Tat-LQPLR, Tat-CQLSL) liegt im
gleichen Bereich wie Tat-wt. Tat-GQCIR und Tat-LQPLR besitzen mit 12,7 und 12,8 sogar
eine genauso grofRe Aktivitat. Eine Rolle hierfiir spielt moglicherweise das Arginin an
Position 57, welches auch in Tat-wt an dieser Stelle vorliegt. Mdglicherweise ist hier die
Positionierung eines einzelnen Argininrestes in Bezug auf die Positionen R49, K50, K51 und
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R52 von Bedeutung. Eine solche korrekte Positionierung ist bereits bei der Bindung des Tat-
Proteins des ,,Jembrana Disease Virus* (JDV) an HIV-TAR-RNA beschrieben worden (Smith
et al., 2000). Es konnte durch Mutationsexperimente gezeigt werden, dass JDV-Tat nicht nur
an seine eigene JDV-TAR-RNA, sondern auch an HIV-TAR-RNA binden kann, wenn auch in
einem komplett anderen Mechanismus. Die Bindungsaktivitat von JDV-Tat ist dabei nur von
der korrekten Positionierung eines einzelnen Argininrestes (R70) abhangig, der mit G26 in
Kontakt tritt, wahrend die Bindung an JDV-TAR-RNA durch die Ausbildung eines [3-
Faltblattes bewirkt wird.

Fast alle Tat-Varianten lokalisieren zumindest zum Teil im Zellkern

Fur die Auswertung der ermittelten Transaktivierungsaktivitdten war es hilfreich, die
Lokalisation der HIV-Tat-Varianten in der Zelle zu betrachten (Kap. 5.5.3.2). Eine Aktivitat
von HIV-Tat kann nur dann beobachtet werden, wenn es im Zellkern lokalisiert ist (Hauber et
al., 1987). Wie bereits erwéhnt (Kap. 6.2), beinhaltet die basische Sequenzdoméne von HIV-
Tat auch die Kernlokalisationssequenz (NLS). Durch die Randomisierung von jeweils vier
Resten dieser Sequenzdoméane wurde demnach auch die NLS verandert. Die Uberpriifung der
Lokalisation von HIV-Tat-Varianten gelang durch die Fusionierung des Tat-Proteins mit dem
,»Green Fluorescent Protein“ (GFP). GFP kann aufgrund seiner GroRe in jedem Kompartiment
der Zelle, mit Ausnahme des Nukleolus lokalisieren. Durch die Fusion mit dem Tat-Protein ist
es dazu nicht mehr in der Lage und daher bestimmt nur der Fusionspartner die Lokalisation in
der Zelle. Mit Hilfe von Konfokalmikroskopie ist es mdglich, die Lokalisation der Tat-
Varianten in der Zelle zu bestimmen. Die intakte NLS im Tat-wt fuhrt dazu, dass das Tat-
Protein nur im Zellkern aufzufinden ist (Abbildung 5-30). In der Regel ist die NLS eine kurze
Abfolge von Aminoséuren, fur die es kein einheitliches Konsensusmotiv gibt. Allerdings
treten meist gehduft Lysine auf, wobei auch eine glycinreiche NLS beschrieben wurde. Im
einfachsten Fall einer NLS handelt es sich um einen Kluster an basischen Resten, dem eine
Aminosdure vorausgestellt ist, welche der Ausbildung einer Helix entgegensteht. Die
positiven Reste sorgen z.B. fur die Bindung an Importine (Conti et al., 1998). Eine
Zusammenfassung aller beschriebenen NLS findet sich bei Cokol et al., 2001. Anhand dieser
Sequenzen wird deutlich, dass es ausreichend ist, wenn innerhalb einer funf Aminosaurereste
umfassenden Sequenz vier Arginine oder Lysine vorliegen.

Daher ist es nicht erstaunlich, dass mit Ausnahme von Tat-mt8bas und Tat-VPGW alle
selektierten Tat-Varianten noch in der Lage sind, in den Kern transportiert zu werden. Der
Transport erfolgt auf aktivem Weg. Tat-mt8bas, welches keinen basischen Reste mehr enthalt,
kann nicht in den Kern gelangen (Kap. 5.5.3.2). Die Varianten Tat-mt8bas und Tat-VPGW
besitzen keine Transaktivierungsaktivitat, was daher kommt, dass sie nicht im Kern lokalisiert
sind. Interessant ware die Frage, ob diese beiden Varianten das HIV-LTR transaktivieren
kdnnen, wenn sie durch die Fusion mit einer heterologen NLS in den Kern transportiert
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werden wirden. Nach den vorliegenden Ergebnissen der in vitro Experimente und der
Modellierung sollte dies moglich sein, da beide Tat-Varianten eine TAR-Bindungsaktivitat in
der Gegenwart von Cyclin T1 aufweisen. Eine spekulativer Erklarung dafir, dass Tat-VPGW
nicht in den Zellkern transportiert wird, ist eventuell, dass die Anh&ufung der hydrophoben
Reste im Zusammenhang mit dem groRen aromatischen Rest der Tryptophans eine Bindung
an Importin verhindert. Der Transport von HIV-Tat-wt in den Zellkern erfolgt tber Importin-
B ( Truant & Cullen, 1999). Die Zelle hat aber darlber hinaus noch die Mdglichkeiten, einen
Kernimport Gber RanGTP, Importin-a oder Transportin zu vermitteln.

Die in vivo Aktivitat der Tat-Varianten korreliert mit der Lokalisation in der Zelle

Mit Ausnahme von Tat-C31S-GQGGC besitzen Tat-Varianten aus Selektionen ohne die
Gegenwart von Cyclin T1 eine relativ geringe Transaktivierungsaktivitat. In vitro ist bei
diesen Varianten die Bildung eines Tat-TAR-Cyclin T1-Komplexes moglich (Abbildung
5-26). Dieser Komplex ist aber moglicherweise fir die Bedingungen in vivo nicht optimal, so
dass es nur zu einer geringen Transaktivierungsaktivitat kommt. Insgesamt wird bei der
Betrachtung aller Transaktivierungsaktivititen der verschiedenen Tat-Varianten deutlich, dass
die Aktivitat stark von der Lokalisation in der Zelle abhéngig ist (Tabelle 6-1). Eine geringe
Aktivitat wird in allen Fallen beobachtet, in denen die Variante nur zu einem geringem Anteil
im Kern lokalisiert ist. Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da die
Transaktivierungsaktivitat von HIV-Tat nur im Zellkern ausgetibt werden kann.

Die Transaktivierungsaktivitdt von HIV-Tat ist unabhangig von der Bindung von Tat an
TAR-RNA in vitro. So bindet z.B. die Variante Tat-GQCIR ohne die Gegenwart von
Cyclin T1 nicht an TAR-RNA, besitzt aber die gleiche Aktivitit wie Tat-wt. Die
Bindungseigenschaften der Tat-Varianten auf die TAR-Bindung scheinen fiir die in vivo
Aktivitat irrelevant oder in allen Féllen doch ausreichend zu sein.

6.5 Identifizierung HIV-TAR-RNA bindender Peptide

Bei der Selektion der pAK-zat-Bibliotheken traten nur wenige basische Aminoséurereste auf.
Dies konnte darauf zuriickzufuhren sein, dass die basischen Reste den Transport von HIV-Tat
durch die E.coli Membran negativ beeinflussen und dadurch ein zusétzlicher Selektionsdruck
geschaffen wurde. Unter Verwendung einer Ph.D.12-Phagenbibliothek wurden in Selektionen
gegen HIV-TAR-RNA, die unter verschiedenen Bedingungen durchgefiihrt wurden, Peptide
selektiert, die hochaffin an TAR-RNA binden (Kap. 5.6). In keinem der Selektionsversuche
konnte ein einheitliches TAR-Bindungsmotiv gefunden werden. Dies liegt unter Umstanden
daran, dass die Oberflache der TAR-RNA sehr grof ist und eine Vielzahl von Bindungsstellen
fur ein 12er Peptid moglich sind. In Selektion B waren die Bedingungen durch das Waschen
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mit unspezifischer tRNA und Elution mit freier TAR-RNA so gewéhlt, dass man von einer
sehr spezifischen Bindung des selektierten Peptids ausgehen konnte, wahrend in Selektion A
die Bedingungen so gewéhlt waren, dass nicht notwendigerweise auf hohe Spezifitét, als
vielmehr auf hohe Affinitat des Peptides selektiert wurde. Die Selektionen C und D sollten
zeigen, ob die Erhéhung der Waschschritte Auswirkungen auf das Selektionsergebnis hat. Die
Bedingungen fir Selektion E waren so gewahlt, dass durch die ersten Waschschritte mit
Kompetitor-RNA alle Phagen entfernt werden, die nur sehr unspezifisch und mit geringer
Affinitat an TAR-RNA binden. Anschlielend wurde zundchst mit freier TAR-RNA eluiert.
Auf diese Weise wurden Peptid-TAR-Komplexe mit einem sehr geringen Ko erhalten und
die im Komplex gebundenen Peptide wurden abschlieBend mit Triethylamin eluiert.

Verschiedene Selektionsstrategien fihren zu unterschiedlichen Préaferenzen flr
bestimmte Aminosaurereste im selektierten Peptid

Die Gesamtheit aller selektierten Peptide aus den verschiedenen Selektionen wurde unter dem
Aspekt betrachtet, ob eine Préferenz fir Aminosduren mit einer bestimmten Eigenschaft
vorliegt. Bei der Betrachtung aller Selektionen fallt auf, dass weniger aromatische
Aminoséuren in den Peptiden auftreten, je mehr geladene Reste vorkommen. Maoglicherweise
wird die Bindung entweder durch elektrostatische Wechselwirkungen der geladenen
Aminoséuren vermittelt, oder durch van-der-Waals Kontakte der aromatischen Aminoséuren

Fur die Selektion A, die unter vollkommen unspezifischen Bedingungen durchgefuhrt wurde,
kam es zu einer Anh&ufung von hydrophoben (Isoleucin, Leucin, Methionin und Prolin) und
positiv geladenen (18 % Arginin und 5,2 % Lysin) Aminosdureresten. Die Bindung an die
TAR-RNA erfolgte demnach hauptséachlich tber elektrostatische Wechselwirkungen.

In keiner Selektion der Ph.D.12-Bibliothek konnte ein einheitliches Bindungsmotiv gefunden
werden. Daher wurden aus den Selektionen A, B und E Peptide ausgewahlt (Pep-A, Pep-B
bzw. Pep-E). Es wurden Peptide dieser Selektionen gewahlt, da die Selektionen B und E unter
spezifischen, die Selektion A unter unspezifischen Bedingungen durchgefiihrt wurde. Diese
Peptide wurden dahingehend untersucht, mit welcher Affinitdt und Spezifitat sie an TAR-
RNA binden.

Alle untersuchten Peptide binden mit hoher Affinitdt an RNA

Pep-A bindet sowohl an TAR-RNA, als auch an tRNA mit einem Kp von 0,9 nM. Mit Pep-A
wurde ein Peptid gefunden, welches hochaffin an RNA bindet. Pep-B bindet mit einem Kp
von 3,3 nM an TAR-RNA und mit 34,1 nM an tRNA. Die Bindung an TAR-RNA ist
demnach um Faktor 10 stérker. Problematisch bei der Bestimmung des Kp mit Hilfe der
Fluoreszenztitration ist die Tatsache, dass die Titrationskurve Kkeinen optimalen
hyperbolischen Kurvenverlauf aufweist, sondern eher einen zweiphasigen Ubergang vermuten
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lasst. Das deutet darauf hin, dass fir das Peptid mindestens zwei unterschiedliche
Bindungsstellen an der TAR-RNA vorliegen. Fur Pep-E konnte mit der Durchfiihrung einer
Fluoreszenztitration kein fir die Bindung an TAR-RNA bestimmt werden. Die Bindung an
tRNA erfolgt mit einem Kp von 3,6 nM. Da bei den Titrationen das Peptid in einer
Konzentration von 10nM vorgelegt wurde, ist es aber durchaus mdoglich, dass die
Dissoziationskonstante noch kleiner ist. Das liegt daran, dass man in einem Bereich kleiner
10 nM in der Titration den Unterschied zwischen 1 nM und 0,1 nM nicht erkennen kann.

Pep-B und Pep-E binden spezifisch an TAR-RNA

Im NMR-Spektrum einer RNA sind die Signale der Iminoprotonen der Basen eines Watson-
Crick-Basenpaares leicht zu beobachten, da sie am Rand des Spektrums liegen und gut
zugeordnet werden konnen. Durch die Bindung eines Peptides an die RNA kommt es zu einer
Verschiebung der Resonanzfrequenz des Iminoprotonensignals. Die Iminoprotonensignale
sind flr die TAR-RNA zugeordnet (Metzger et al., 1997) und es konnten fir die Peptide Pep-
B und Pep-E die Basen bestimmt werden, die an der Bindung beteiligt sind. In Abbildung 6-2
ist anhand der Sekundarstruktur von HIV-TAR-RNA dargestellt, welche Basen an der
Bindung der Peptide beteiligt sind.
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Abbildung 6-2: Beteiligung der Basen der TAR-RNA an der Bindung der Peptide. Gezeigt ist das Ergebnis
der NMR-Titrationsexperimente. In der Sekundérstruktur der TAR-RNA sind die an der
Bindung beteiligten Basen grau unterlegt. (A) Pep-A, (B) Pep-B, (E) Pep-E. Bei der Bindung
von Pep-E ist zusétzlich entweder U42 oder G44 (eingerahmt) an der Bindung beteiligt. Alle
Peptide waren am C-Terminus Uber ein Lysin mit Fluorescein markiert.
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Die Bindung von Pep-A an HIV-TAR-RNA erfolgt nicht an einem definierten Bindungsort.
Die Iminoprotonensignale sind nach der Zugabe des Peptids nicht mehr distinkt. Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass das Peptid an sehr vielen Stellen an die TAR-RNA bindet und
dadurch viele unterschiedliche Populationen des Pep-A-TAR-Komplexes vorliegen. Daher
kommt es zu vielen verschiedenen Signalen, die sich gegenseitig zu nahezu Null
herausmitteln. Dies lasst vermuten, dass Pep-A aufgrund elektrostatischer Bindung an das
Phosphatriickgrat der RNA selektiert wurde. Das Peptid hat einen stark basischen Charakter
(sechs von 12 Aminoséureresten sind ein Arginin oder Lysin). Die Bindung ist daher zu
einem groRen Teil auf elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen
Resten des Peptides und dem negativ geladenen Phosphatriickgrat zurlickzufihren. Dies
erklart auch, dass Pep-A sowohl an TAR-RNA als auch an tRNA mit dem gleichen niedrigem
Kp bindet. Die gehédufte Anzahl an basischen Resten fiihrt zu einer hohen Affinitat der
Bindung, aber nicht zu einer hohen Spezifitat.

Im Gegensatz dazu erkennt man flr Pep-B anhand der Spektren der NMR-Titration einen
definierten Bindungsort wobei deutlich wird, dass die Basen G21, G28, G36 und U38 in die
Bindung involviert sind. Diese Bindung wird eventuell durch die hohe Anzahl an
aromatischen Resten (zwei Histidine, jeweils ein Tyrosin und Phenylalanin) innerhalb der
Peptidsequenz vermittelt. Ebenso spezifisch ist die Wechselwirkung der TAR-RNA mit Pep-
E, an der die Basen G26, G36, U38 und U42 oder G44 beteiligt sind. Allerdings kommt es in
diesem Fall auch durch die Zugabe eines 8-fachen Uberschusses von Pep-E im Verhiltnis zur
TAR-RNA nur zu Verschiebungen der Iminoprotonen von 0,01 bis 0,02 ppm.

Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass durch eine spezifische
Selektionsstrategie auch spezifisch bindende Peptide selektiert werden. Dabei scheint die
Bindung an die TAR-RNA weniger auf elektrostatische Wechselwirkungen, als auf
hydrophobe Wechselwirkungen zurtickzufiihren zu sein.

Die Selektion spezifischer RNA-bindender Peptide aus einer Ph.D.-15 Peptidbibliothek
konnte fiir die Anticodonregion der tRNA aus Hefe nachgewiesen werden. Dabei wurde die
Peptidbibliothek auf die Bindung an die Anticodonregion der tRNA”, die mit ihren in vivo
vorkommenden Modifikationen versehen war, selektiert. Es wurde ein Peptid angereichert,
das durch 40 % aller sequenzierten Klone kodiert wurde. Fir dieses Peptid konnte eine
spezifische Bindung an tRNA" mit einem Kp von 1,3 uM nachgewiesen werden (Agris et
al., 1999). Die Spezifitat dieser Bindung ist hauptsachlich auf die Basenmodifikationen der
tRNA* zuriickzufiihren. Die Bindung des Peptids an unmodifizierte tRNA™ bindet nur
noch mit einem Kp von 70 puM.

Im Fall der Selektion der Ph.D.12-Bibliothek gegen HIV-TAR lag die RNA ohne
Modifikationen vor, so dass die Spezifitat der Bindung einzig auf Wechselwirkungen mit den
Basen beruht.
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Das Selektionsergebnis der Ph.D.12-Peptidbibliothek zeigt auch, dass Peptide mit einer hohen
Anzahl an geladenen Resten durch die Bakterienmembran transportiert werden kénnen und
somit keinen Nachteil gegenlber anderen Varianten besitzen. Unter den gewdhlten,
unspezifischen Bedingungen (Selektion A) war es moglich, Peptide zu selektieren, die in der
Sequenz bis zu 50 % basische Reste aufwiesen. Das bedeutet fir die Selektionen der pAK-tat-
random-Bibliotheken, dass die geringe Anzahl an basischen Aminosdauren nicht auf einen
entgegengesetzten Selektionsdruck zurlckzufiihren ist. Unter den gegebenen Bedingungen
konnten somit Tat-Varianten einzig aufgrund ihrer Affinitdt und Spezifitdt an TAR-RNA
bzw. auf die Bildung eines Komplexes aus Tat, TAR-RNA und Cyclin T1 selektiert werden.
Diese Bindung konnte in Gelretardationsexperimenten bestatigt werden.
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7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte fiir das lentivirale Transaktivatorprotein HIV-1-Tat ein
ternédres Phagen-Display-System etabliert werden.

Die Bindung von phagenpréasentiertem HIV-Tat an HIV-TAR-RNA erfolgt im Phagen-
Display nur mit geringer Affinitat. Durch die Erweiterung des Tat-TAR-Phagen-Displays mit
dem zellularen Kofaktor Cyclin T1 konnte die Affinitat und Spezifitat der Bindung von HIV-
Tat an HIV-TAR-RNA gesteigert werden. Somit konnte zum ersten Mal der in vitro und in
vivo dokumentierte Einfluss eines Kofaktors in einem Phagen-Display-System reproduziert
werden.

Bereits durch erste funktionelle Tests des terndren Phagen-Display-Systems konnte gezeigt
werden, dass der Verlust der basischen Aminoséauren der basischen Sequenzdomane von HIV-
Tat keine negative Auswirkung auf die Wechselwirkung zwischen Cyclin T1 und HIV-Tat
hat.

Fur die weitere Untersuchung der Rolle der Aminosduren der basischen Sequenzdomane
wurden voneinander unabhangige Tat-random-Bibliotheken konstruiert, in denen die
Aminosaurepositionen R49, K50, K51, R52 bzw. die Aminosaurepositionen R53, R55, R56,
R57 vollstandig randomisiert wurden. Zuséatzlich wurde eine Tat-C31S-random-Bibliothek
basierend auf der Mutante Tat-C31S konstruiert, in der die Randomisierung an den Positionen
R53, R55, R56, R57 erfolgte. Die Bibliotheken erwiesen sich mit einer Anzahl an
unabhangigen Klonen zwischen 1,1 x 10° und 1,5x10° als ausreichend divers fir eine
Selektion.

Das Selektionssystem ermdglicht die Anreicherung von Tat-Varianten, die tatsachlich unter
den gegebenen Selektionsbedingungen d.h. in Anwesenheit oder Abwesenheit von Cyclin T1
an TAR-RNA binden. Tat-wt wurde in keiner der Selektionen angereichert. Ebenso wurde
keine Praferenz fir basische Aminoséauren erhalten. Sie scheinen fur die Bindung von HIV-
Tat an TAR-RNA nicht notwendig zu sein. Alle selektierten Tat-Varianten besitzen die
Fahigkeit, einen terndren Tat-TAR-Cyclin T1-Komplex auszubilden.

Alle charakterisierten Tat-Varianten besitzen in vivo Transaktivierungsaktivitat, die mit der
Lokalisation der Tat-Variante in der Zelle korreliert ist. Tat-Varianten, die ausschlieRlich im
Kern lokalisieren, weisen die grofite Aktivitdt auf, wahrend Tat-Varianten, die nur in
geringem Mal3 in die Zelle gelangen auch nur eine geringe Aktivitat aufweisen.

Die Anhaufung von Argininen und Lysinen innerhalb eines Peptides (bt keinen
entgegengesetzten Selektionsdruck aus. Dies konnte durch die Selektion einer Ph.D.12-
Peptidbibliothek nachgewiesen werden. Unter verschiedenen Selktionsbedingungen konnten
Peptide selektiert werden, die mit verschiedenen Affinitdten und Spezifitditen TAR-RNA
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binden. Unter unspezifischen Bedingungen konnte ein Peptid mit einer grofen Anzahl an
basischen Aminosdauren gefunden werden, welches hochaffin aber unspezifisch an TAR-RNA
bindet. Im Gegensatz dazu wurden unter spezifischen Bedingungen Peptide gefunden, die mit
hoher Affinitat spezifisch an TAR-RNA binden.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal ein terndres Phagen-Display-System fiir die
Untersuchung von Protein-RNA Wechselwirkungen genutzt. Damit gelang es, Aufschluss
uber die Bedeutung der basischen Sequenzdoméne von HIV-1-Tat fur die Bindung an TAR
RNA zu erhalten.
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8 Summary

In the present work a ternary phagedisplay system suitable for the lentiviral transactivating
protein Tat of HIV-1 was established.

Binding of phage displayed HIV-Tat to TAR RNA results only in low affinity. The Tat phage
display system was upgraded with the cellular cofactor cyclin T1 which increases the affinity
and specifity of Tat-TAR interaction. Thus, it was the first time that the in vitro and in vivo
described influence of a cofactor was imitated by a phage display system.

Functional studies of the ternary phage display system have already shown, that removal of all
basic residues of the basic sequence domain of HIV-Tat does not negatively effect the Tat-
cyclin T1 interaction.

For further studies to investigate the role of amino acid residues of the basic sequence domain
independent Tat-random libraries were constructed. Either sequence positions R49, K50, K51,
R52 or R53, R55, R56, R57 were completely randomized. Besides a Tat-C31S-random library
based on a Tat-C31S mutant was constructed in which the sequence positions R53, R55, R56,
R56 were completeley randomized. Libraries containing a number of 1,1 x 10° and 1,5 x10°
independent clones were sufficient for selection.

The selection system makes the enrichment of Tat-variants possible, which are actually able
to bind TAR RNA under the given selectio conditions which means in the Ppresence or
absence of cyclin T1. No selection procedure leads to the enrichment of Tat-wt, just as there
were no preference for basic residues. The basic residues seems not to be important for
binding of HIV-Tat to TAR RNA. All selected Tat-variants were able to form a ternary
complex existing of Tat, TAR and cyclin T1.

All of the characterized Tat-variants have in vivo transactivating activity, which is connected
with the localisation of the corresponding Tat-variant. Highest activity was found for Tat-
variants that localisate only in the nucleus, whereas Tat-variants with low activity get only to
a slight portion into the nucleus.

Accumulation of arginine and lysine within a peptide does not lead to a opposite selection
pressure. Tjis was shown by selestion of a Ph.D.12-peptide library. With different selection
conditions it was able to select peptides that binds with different affinity and specifity to TAR
RNA. Specific conditions leads to a peptide with a high number of basic residues which bind
with high affinity but no specifity to TAR RNA. In contrast, specific conditions leads to
peptides they bind with high affinity and specifity to TAR RNA.
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In the present work it was the first time for using a ternary phage display system to investigate
protein-RNA interactions. With this system it was possible to obtain information about the
role of the basic sequenc domain of HIV-Tat for the binding to TAR RNA.
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9 Abktlrzungsverzeichnis

Aa Aminosaure

AIDS acquired immunodeficiency syndrome
Ap Ampicillin

APS Ammoniumperoxodisulfat

ARM arginine rich motif

Bio Biotin

Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

Cfu colony forming unit

Cm Chloramphenicol

Da Dalton

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP 2’-Desoxynukleosid-5’-triphosphat
Ds doppelstrangig

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

€ molarer Extinktionskoeffizient
GdmCl Guanidiniumchlorid

GFP griines Fluoreszenz-Protein

Gp Genprodukt

GST Glutathion-S-Transferase

HIV-1 human immunodeficiency virus type 1
IMAC Immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie
IPTG Isopropyl-f-D-thiogalaktopyranosid
JDV jembrana disease virus

Kan Kanamycin

Kap. Kapitel

Kb 1000 Basenpaare

Kb Dissoziationskonstante

LTR long terminal repeat

MCS multiple Klonierungsstelle
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MRNA Boten-RNA

NLS nucleus leading sequence, Kernlokalisationssequenz
NMR Magnetische Kernspinresonanz

Nt Nukleotid

NTP Nukleosid-5’-Triphosphat

ODsg0o optische Dichte bei 600 nm

p.a. pro analysi

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion

Pfu plaque forming unit

Rev Regulator of virion expression
RMSD root mean square deviation

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen/Minute

RRE Rev responsive element

rRNA ribosomale Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

SA Streptavidin

SDS Natriumdodecylsulfat

SNRNP small ribonucleoprotein

TAR trans-activation responsive element
Tat trans-activator of transcription
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Tet Tetracyclin

Tris Tri-(hydroxymethyl)-aminomethan
tRNA transfer Ribonukleinsdure

U Einheit

UNK Ubernachtkultur

uv ultravioletter Spektralbereich

Vol. Volumen

viv Volumen pro Volumen

Wt Wildtyp

wiv Gewicht pro Volumen

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-f3-D-galaktosid
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11 Anhang

11.1 Nukleinsauresequenz von HIV-tat-wt(E/E)

TTGITATTACT CGCGGECCCAGCCGGCCAT GECGCT CGAGCCGGT CGACCCGAACAT CGAA

AACAATAAT GAGCGCCGGEGT CGECCGGT ACCGCGAGCT CGGCCAGCTGGGCTTGTAGCT T
L L LLAAQPAMALEWPVDUPNI E
CCGI'GGAACCACCCCGGEGT CTCAACCGAAAACT CCTTGCAACCGT TGCCACTGCAAGAAA
T CACCT TGO GEE00CACAGI TGECT T TGACEAROGT TGACARCGGT CACGT TCTTT
P WNMHUP G S QP KTACNIRU CMHTC K K
TGCACGTACCACTGCCAAGT TTGCTTTATCACTAAGGGCCTCCGAATTTCTTACGGT CGT
OO GOAT ST GAOGGT T CANACGARAT AGT GATTOOOGGAGI T TARAGAAT GCCAGCA
Cc S YHCOQVZCZFI1I TKOGLGI S Y GR
™ AAGAAACGT CGT CAGCGT CGT CGT CCGT CTCAGGGT GGT CAAACT CATCAGGACCCGATC
--------- oo et

TTCTTTGCAGCAGT CGCAGCAGCAGGCAGAGT CCCACCAGT TTGAGTAGT CCTGGEECTAG

K KRRQRRRPSOQGGOQTHGOQTDP I

241 ---eeen-- F +-

60

120

180

240

Abbildung 11-1: Die HIV-tat-Sequenz (Isolat Zaire 2) aus pAK-tat-wt(E/E). Die Nukleotidpositionen der
Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsendonukleasen Sfil und EcoO1091 sind unterstrichen.
Fettgedruckte Aminosduren reprasentieren die HIV-tas-Sequenz, kursiv gedruckte Reste sind

Bestandteil des pelB-Signalpeptids oder von Gp3.
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11.2 Nukleinsauresequenz von CyclinT272A

Fur die Expression und Reinigung von CyclinT272A wurde das Plasmid
hCycT1(272A) verwendet.

61

121

181

241

301

361

421

481

ATGCGAGGGAGAGAGGAAGAACAACAACAAACGGT GGTATTTCACT CGAGAACAGCTGGAA
TACCTCCCTCTCTCCTTCTTGI TGI TGT TTGCCACCATAAAGTGAGCTCTTGTCGACCT T
M E GERIKNNNIKRWYFTRE QL E
AATAGCCCATCCCGT CGTTTTGGECGT GGACCCAGATAAAGAACT TTCT TATCGCCAGCAG
TTATCGGEGT AGGECAGCAAAACCGCACCTGGGTCTATTTCT TGAAAGAATAGCGGTCGTC
NS P SRRZFGVDWPDIKETLSY R QAQ
GCGGCCAATCTGCT TCAGGACAT GGGGCAGCGT CTTAACGT CTCACAATTGACTATCAAC
CGCCGGT TAGACGAAGT CCTGTACCCCGT CGCAGAATTGCAGAGT GTTAACTGATAGI TG
AAANL L QD MGOQQRLNYWVS QL T I N
ACTGCTATAGTATACATGCATCGATTCTACATGATTCAGT CCTTCACACAGI TCCCTGEA
TGACGATATCATATGTACGTAGCTAAGATGTACTAAGT CAGGAAGT GT GTCAAGGGACCT
T Al VY MHRFYMI QS F T QF P G
AATTCTGI GGCTCCAGCAGCCTTGI TTCTAGCAGCTAAAGT GGAGGAGCAGCCCAAAAAA
TTAAGACACCGAGGT CGT CGGAACAAAGATCGTCGATTTCACCTCCTCGTCGEGTTTTTT
NSV APAALVFLAAKVYVETEQPKK
TTGGAACATGTCATCAAGGTAGCACATACT TGTCTCCATCCTCAGGAATCCCTTCCTGAT
AACCTTGTACAGTAGI TCCATCGT GTATGAACAGAGGTAGGAGT CCTTAGGGAAGGACTA
L EHVI KV AHTZ CLMHUZPQESL P D
ACTAGAAGT GAGGCTTATTTGCAACAAGT TCAAGATCTGGTCATTTTAGAAAGCATAATT
TGATCTTCACTCCGAATAAACGT TGT TCAAGT TCTAGACCAGTAAAATCTTTCGTATTAA
T RS EAYL QQVQDULWVI L E S I I
TTGCAGACTTTAGCCTTTGAACTAACAATTGATCACCCACATACTCATGTAGTAAAGTGC
AACGTCTGAAATCCGAAACTTGATTGT TAACTAGT GCGTGTATGAGTACATCATTTCACG
L Q T L 6GF EL TI DHWPHTHYVYV KZC
ACTCAACTTGTTCGAGCAAGCAAGGACT TAGCACAGACTTCTTACTTCATGGCAACCAAC
TGAGT TGAACAAGCTCGT TCGT TCCTGAATCGT GT CTGAAGAATGAAGTACCGT TGGTTG

T QL VRASKIDLAQTSYFMATN

pHis-

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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541

601

661

721

781

AGCCTGCATTTGACCACATTTAGCCTGCAGTACACACCTCCTGIGGTIGGECCTGIGICTGC

T OCACGT ARACT GOT BT AMAT COOACGT CAT O G COAGGACACCACCEOACACAGACS.
s L HL TTFSL QY TPPVV A CVC -
ATTCACCTGGCTTGCAAGT GGTCCAAT TGGGAGATCCCAGT CTCAACT GACGGGAAGCAC
AT COACCOANOGT T CACCAGIT T AT CT AGET CAGAGT T GACT GO0 TaaTG
| H L A CIK WS N WE I P VvV S T D G K H -
TGCGTGCCGAGTATGT TGACGCCACTGTGACCTTGGAACT TTTAGATGAACTGACACATGAG
AOOACOCT AT ACAACT GOOGT CACACT AT T AT CTACTTOACT GTGTACTG.
W WE Y V D ATV T L EL L DEUL T H E -
TTTCTACAGATTTTGGAGAAAACT CCCAACAGGCT CAAACGCATTTGGAAT TGGAGGGCA
AAAGAT G CT ANAAGCT G T GAGOGT O COBAGT T COGT AAACCT TARCCTCO0GT
F L Q I L E K T P N R L K R | W N W R A -
TGCGAGGCT GCCAAGAAAACAAAAGCAGATGACCRA
ACGCTCCGACGGTTCTTTTGITTTCGICTACTGGECT

C E A AKKTKADDR

Abbildung 11-2: Die Sequenz von CyclinT272A
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11.3 Sequenzen der pAK-tat-random Ausgangsbibliotheken

Tabelle 11-1a: Darstellung der Sequenzen der pAK-tat-Ausgangsbibliotheken. Gezeigt ist die gesamte
basische Sequenzdoméne von HIV-Tat, die Aminosduren sind im Einbuchstabencode angegeben.

RKKRYQGRS

pAK-tat-RRRR-wt-random- pAK-tat-RRRR-C31S-

Bibliothek random-Bibliothek
RKKRI QT'VS RKKRI QCFT
RKKRLQPGG RKKRVQPRF
RKKRAQRLQ RKKRVQYRR
RKKRTQSI L RKKRRQSI R
RKKRPQQLL RKKRRQRVS
RKKRSQSL RKKRFQADV
RKKRQQQPP RKKRHQLGN
RKKRLCHPQ RKKRKQVGQ
RKKREQRSS RKKRVQLGY
RKKRKCQEHA RKKRVQLAD
RKKRAQADD RKKRFQLAG
RKKRAQGQG RKKRPQVSG
RKKRSQQGR RKKRNQVEN
RKKRSQLGV RKKRGQWEH
RKKRGQ FG RKKRGQAGS
RKKRGQVRL RKKRAQGCR
RKKRGQNVP RKKRAQARG
RKKRAQDSR RKKRAQLRA
RKKRGQGAG RKKRAQLWG
RKKRGQGRG
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Tabelle 11-2a: Darstellung der Sequenzen der pAK-tat-Ausgangsbibliotheken. Gezeigt ist die gesamte

angegeben.
pAK-tat-RKKR-random-Bibliothek
GVFFTRQRRR GVFFTRQRRR
G Fl | RQRRR AL YFRRQRRR
Gl VCRQRRR GWECFRQRRR
GCFFRRQRRR GGCGFRQRRR
GFLFRRQRRR 3 YGFRQRRR
GCFGCRQRRR GLCVFRQRRR
GHCLCRQRRR GVFVYRQRRR
GROALRQRRR GSCRVRQRRR
GPPPPRQRRR GQVRCRQRRR
GPPPPRQRRR GRSMQRQRRR
GRFPFRQRRR GVNW RQRRR
GDGLYRQRRR 3 VMCRQRRR
GFNSPRQRRR GSFCCGRQRRR
GGN\Cl RQRRR GVRSVWRQRRR
GVRHSRQRRR GGVFI RQRRR
GDYLCRQRRR GYFDFRQRRR
GEWCDRQRRR GLLLCRQRRR
GLARVRQRRR GVFFTRQRRR
G GLVRQRRR GFVWDRQRRR
GW\CFVRQRRR 3 FWARQRRR

basische Sequenzdoméne von HIV-Tat, die Aminoséuren sind im Einbuchstabencode
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11.4 Ergebnis der Selektionen einer Ph.D.12 Peptidbibliothek

Tabelle 11-3: Sequenzen aus den verschiedenen Selektionen einer Ph.D.12 Peptidbibliothek gegen HIV-
TAR-RNA. Dargestellt sind die erhaltenen 12er Peptide, die Aminosduren sind im
Einbuchstabencode angegeben.

Selektion A
| RTPRRKI | RSR NRTKHPRRPI | | LI PLRTQSHHI S
KTSSRI NNRRLI HPNI MPRTRLI H LYHHHPKI LSNT
LI H KTLPI TNT LLI I QPPNQRVS MSTI TSI MRI PS
FFI NSLTMIRKT LI Q | PTRNRSR | MTHTMRI MRRS

TRRQ RSNSSMP | QHPMPI PNRTT LLM PKI | KRVM
LMIKRQ MQ TT M RLTRRHRHRR TLI MTLRMIRKT
| PPI RRSONI SR LNPTKPI TRRHL I 1 HLKNQSKRKI
LRMLTHHLHSM I NLLQTTIRIT L LLI KTRKTMPRR
LRMPLI HRPRRI PRTTMRRRPRRL RORI KLRPHNQI
LLSLI LLRVRPP LM I'| H LKTHL
Selektion B

LDQHSYHSPFTL VNLPMNTLWGSG El ARHAMFPALG
NSVAHPVRHQVP MPAPSRAMLI TQ YPSSHQTAFRPT
LLADT THHRPWI SVSVGWKPSPRP AXQ KTLQDYKP
SSDKFMIVHLHA SLNHVRLSNTAP SVDASWPSSFNA
QYHQSTTYPLGR LTNNSHTI GRAP NPSLPSI MNELS
L YAHHNWMFAP VNLPMNTLWGSG TSGLPAVNGSAD
DYGTLAPPTPPV NSLKYQLAQWPL SGIGPVAFSWSS
EGFWDSLQVQSS DPGWSTRPW. W QTPLQTMYHAI P
LPI NKQHVAHRP LTLDSNSM_PRL Q THVYNAEHTL
SPTLTSHQQLHS QSFASLTNPRVL HVKHLEPYWSTG
TSPQLETVRSYW SGHQLLLNKVPN ATPQGPTFNQFP
FPQTDNLAVPLW HOQTHI TMPI PYK QFNGSLFLEPWD
HTQVTTQYVHPK QL PSPAVERPHL SVPVGVKPSPRP
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Selektion C
DSSAVSLMPKRP | PVYANNPFRPP AQFQTI LPPTPA
LYAMILHGPLPI LPAWKPPACQEA NI VESKTPQSRR
HSVELDI GQORRM HSART TMQGWEG HVVSSXSARSVH

LMSAQPQTHSTW Al DMFPHTSM3Q KRNI M NRPTLQ
RLRTQSPRKRI PKRSLSI KRSHL NRSVRRI MRRRT
RRLPNI RLRRRI HLI QSI MLTMLT RTNTI RI Pl NLI
HPKRKRI LPNTR SRORI RRPRRNQ TQLLLSRRSTQ
YLI HHTPSSLLS
Selektion D

STPHTHLI RH KPVHYPPSMIFR W SQLRYTEQEL
FPADNGVPVLI P QHAQLNSTSPPI GPSTLLDTPPAE
YPPFTVHQANHS DTNELNSSPSAL GOWHT SFHAHGP
TPLHDLRSRPAG NHHL TQSMIGNK TTYKHEYFPVPR
MDPLVRSL SMVR KTSPSLSTHTLH DPSKPSHVHTVW
YTQHLSELFLPT MAIDPVYVLGRAY HPGFENPLMLPY
WBKGSFPPMSSS QLSKDLERSPTM TEPLWGTPPTNA
DKWITKTI ATTT NTPGLPPNHLTP DSYVHNPPPPYP
SPGNFNSKI FAS SHTQ SSAVNSP VPQTQVESQYYS
LPYTQYSNPHGV NLI LPGCDVRHPI GPGATYPAGSAA
GCTFCSLPAATG ATKQSQ DPSWP FNNVSPPPSDSP
DAl SHTWELYTG TPMLYHTTPQLL VSSHVWHTPFVP
DNNDNRKLLERS SAYVQQLPTYRG LLPLSPGSPVST
THHVH ANHLLY VLTHTSTGYAPS
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Selektion E

THNPDASTDPHR HPHQSSSA.PI V TNATPAI LSPVA
KTQANFSDI TLI AKTHSPPHQL SR LAPQSSFRDGRA
ANATDPLQETKP HSGVHMKARQWH DEHQEDPWAPVC
THLSTKPPSGGF YTNNI RLPPTGE AHQHPLPAPTRV
GLNAGAAQRFAA DATDPMAYSLLH TQTPGKSPVPMP
HHSPW.SVQPPP DLASSYKPHREP HEPTGDWEYYKN
HGTTGYSYTPAT YDASPLGHRLM SPHTQLELLTSK
LEGSFHQTFWEP HPDTDYTRI LRK TLTTASMRSHFV
VL QSQDQQOPTCH VQNSHVHNTAKL QHYTKPTSLLSP
ESPNLHHLTRSW SVSVGWKPSPRP TSTPHVGAASST
SWHSHQSNAL PP AETVESCLAKSH
Selektion K

HWAPSMYDYVSW HVSI RLPASASL NI LTFHQAHGHT
GNSVNKTW HDY QLPMDDKKQERV TLW THPMFPEQ
NKNSFDAW. QSF NKNSFDAW. QSF NKNSFDAW. QSF
GKHPLPNFSLSE NKNSFDAW. QSF SLSVSPSYSHSA
FA.THPQFPHPM SWADPHFYEHPQ
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