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Zusammenfassung

IFN-y stellt ein zentrales Protein des Immunsystems mit antiviralen und antiproliferativen
Eigenschaften dar. Bei einigen Krankheiten wie z. B. chronischer Polyarthritis (CP), chronischer
Granulomatose (CG) und maligner Osteopetrose ist IFN-y zur Zeit das einzige Medikament,
welches die Krankheit bekdmpfen kann. Bei einigen Krankheitsverlaufen kann kérpereigenes
IFN-y durch seine proinflammatorische Wirkung jedoch auch negative Eigenschaften
entwickeln. Panitch konnte im Jahre 1987 zeigen, das durch die Behandlung mit IFN-y bei
Multiple Sklerose Patienten eine deutliche Verschlechterung des Zustandes eintritt. In einem
solches Fall verursacht IFN-y durch sein pleiotropes Wirkungsspektrum als zentraler Modulator
des Imunsystems erhebliche Schéaden. Die Suche nach Agenzien, die IFN-y abblocken und
dadurch die Wirkung auf die Zielzellen verhindern, stellt einen erfolgstréchtigen Ansatz bel der
MS-Therapie dar. Eine Quelle fir solch einem Agenz stellt das Vaccinia Virus dar, das ein
|6sliches Protein produziert, welches in der Lage ist IFN-y von verschiedenen Spezies zu binden
und dadurch die antivirale Aktivitét die von |FN-y ausgeht zu unterdriicken. Die Aufklérung von
Struktur und Funktion des Viroceptors B8R stellt die Basis fur die biopysikalische und
biochemische Charakterisierung des Proteins dar.

Auf molekularbiologischen Weg wurden verschiedene DNA-Konstrukte hergestellt, bestehend
aus einem intrazelluléren IFNGR Anteil und einem extrazellulldren B8R Anteil. Die
Entwicklung dieser chiméren Konstrukte waren Vorraussetzung fur die in vivo Untersuchungen
an somatischen Hybridzellen die das Verstdndnis von der Signaltransduktion und den
stochiometrischen Bindungsverhétnissen zwischen IFN-y und dem B8R Protein erweitert
haben.

Die umfangreichen Untersuchungen zur mdoglichen Struktur des Proteins haben, obwohl nur
eine 21% Aminosaureidentitét zwischen IFNGR1 und B8R besteht ein Proteinkonstrukt
hervorgebracht, welches eine hohe strukturelle I dentitét aufweist.

Zusammen mit den Daten aus den in vitro Bindungsstudien mit radioaktiv markiertem IFN-y,
und den in vivo Untersuchungen zur Bindung an chimére Proteinkomplexe ergibt sich als

Ergebnis ein stochiometrisches Bindungsverhatnis zwischen B8R und |FN-y-Dimer von 2:1.

Stichworte:
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Abstract

Interferon gamma (IFN-y) is a cytokine that plays a complex and central role in the resistance of
mammalian hosts to pathogens. IFN-y is secreted by thymus-derived (T) cells under certain
conditions of activation and by natural killer cells. Although originally defined as an agent with
direct antiviral and antiproliferative activity, the properties of IFN-y include regulation of
several aspects of the immune response, stimulation of antigen presentation through MHC class
I and class II, orchestration of leukocyte interaction, effects on cell proliferation and apoptosis,
as well as regulation and repression of gentranscription. IFN-y is in diseases like chronical
granulomatosis, chronical polyarthritis or malignant osteopetrosis the only available treatment.
In 1987 Panitch reported that IFN-y has a bad influence in multiple sclerosis. In such a case it
would be disirable to develop an antagonist or a protein that blocks the effects of IFN-y.

The Poxvirus encodes a broad range of proteins that counteract the immune response initiated in the host
after infection. Some of those proteins mimic the extracellular binding domain of cytokine receptors.
These so called viroceptors are soluble proteins secreted from virus-infected cells. A very special
viroceptor from vaccinia virus (poxvirus) is the B8R protein with a broad species-specificity towards the
capability to block the effects of IFN-y . This soluble B8R protein binds and blocks the antiviral activity
of human, bovin, rat and chicken IFN-y. The knowledge about structure and function of the Viroceptor
B8R is the prerequisite for the biophysical understanding of the binding and antagonistic effects of this
protein. In this thesis | used different chimeric receptors constructs consisting from a extracellular B8R
part and a intracellular IFNGR part. The development of the chimeric receptors is the prerequisite for the
investigation of the signaltransduction in special somatic cell hybrids (CHO) . The ability of the
transfected chimeric cDNA to transduce a signal upon induction gives important clues about the
signaltransduction and the binding stoichiometry between the chimeric receptor and IFN-7.

The sequence similarity between B8R protein and the extracellular part of the IFNGR1 is only
21% nevertheless the structure similarity, which was compared using a protein modelling
workstation is amazing. Binding-assays with radioactive IFN-y and the in vivo studies using the

chimeric receptors show a complex with two B8R proteins and one IFN-y-dimer protein.

Keywords:
viroceptor protein, B8R, vacciniavirus, IFNGR1, signa transduction, |FN-y
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Wenn wir glauben, an den Grenzen unserer Leistungsféhigkeit angekommen zu sein, dann sind wir in
Wirklichkeit oft nur an den Grenzen unserer Vorstellungskraft angelangt.
(unbekannte Quelle)

1.  Einleitung

Cytokine und Interferone sind Molekile, die eine zentrale Rolle bei der Regulation von
zelluldren und immunologischen Funktionen besitzen. Interferon-gamma (IFN-y) stellt ein
zentrales Protein des Immunsystems mit einer grof3en Wirkungsbandbreite dar. Auf Grund
seiner antiviralen und antiplroliferativen Eigenschaften ist es von grof3em pharmakol ogischem
Interesse. Zu Beginn der 80er Jahre wurde damit begonnen, den Mechanismus der
Interferon-gamma (IFN-y) induzierten Signaltransduktion genauer zu untersuchen. Die
Ergebnisse dieser Forschung haben ein Modell der Signaltransduktion des Interferon-gamma-
Rezeptor (IFNGR) ergeben, das immer noch kontrovers diskutiert wird. Anhand der Aufklarung
von Struktur und Funktion des Rezeptors ist es moglich das Bild der Signaltransduktion zu
verfeinern. Derzeit ergeben alle vorhandenen Ergebnisse ein Modell der IFN-y
Signaltransduktion, das als Paradigma fur ein Mitglied der Cytokin-Rezeptor-Superfamilie
gewertet werden kann, jedoch an einigen Punkten durchaus der weiteren Forschung bedarf.

1.1 Historieund Entdeckung der Interferone alpha, beta und gamma

Vor mehr als 40 Jahren wurde zum ersten Mal eine Substanz mit einer antiviralen Aktivitét von
Isaacs und Lindenmann identifiziert (Isaacs et al., 1957). Ihre Schlul3folgerung aus einem
Experiment, in dem diese Substanz negativ mit der viralen Replikation interferierte, verlieh
einer neuen Klasse von Proteinen ihren Namen: Interferone. Es gibt zwei unterschiedliche
Interferongruppen. Die heute als IFN-o, IFN-[3, IFN-o und IFN-t bekannten Interferone werden
als Typ | bezeichnet. Sie werden Uberwiegend von T-Lymphoyzyten, B-Lymphozyten,
Makrophagen, Fibroblasten und epithelialen Zellen gebildet. Ein weiteres im Jahre 1965 von
Wheelock (Wheelock, 1965) beschriebenes Protein, das aus stimulierten humanen
Lymphozytenkulturen stammte und ebenfalls antivirale Wirkung auf Zellen hatte, zeichnete sich
im Unterschied zu den bekannten Interferonen durch eine pH-Labilititét bel pH 2 aus. Fir dieses
Protein wurde spéter der Begriff IFN-y (Interferon-gamma) geprégt und zur Abgrenzung zu den
bis dahin bekannten Interferonen als Interferontyp Il bezeichnet (Younger et al., 1973). IFN-y,
auch Immuninterferon genannt, wird ausschliefdlich von T-Lymphozyten und NK-Zellen

sezerniert und besitzt eine spezifische antivirale Aktivitat von 2 x 10 International Units (U).
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Das humane Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert und enthdlt im Gegensatz zu den
Typ-l-Interferonen drei Introns. Das aktive Protein ist ein Homodimer mit einem
Molekulargewicht von ca. 45 kDa. An den beiden Aminosauren Asn28 und Asn100 liegt eine
N-glykosidische Verzuckerung vor. IFN-y zeichnet sich wie alle Interferone durch eine hohe
Speziesspezifitat aus, d. h. von humanen Zellen gebildetes Interferon besitzt keinerlei
Schutzfunktion vor viralen Infektionen bei Zellen von anderen Spezies (z. B. murin). Das IFN-y
Monomer ist aus 143 AS (Aminosauren) aufgebaut. Im Jahre 1991 wurde die
RontgenkristalIstruktur von rhul FN-y, dem carboxyterminal funf Aminosauren fehlten, mit einer
Auflésung von 3,5 A aufgeklart (Ealick et al., 1991). Hier zeigte sich das sich die IFN-y
Struktur zu 62 % aus a-Helix und 38 % Random Coil zusammensetzt. Eine -Faltblattstruktur

ist nicht vorhanden.

Von den Typ I-Interferonen stellte sich IFN-o. (Interferon-alpha) als das komplexeste dar. Im
Gegensatz zu IFN-y und IFN-B (Interferon-beta), deren Gruppe jeweils nur aus einer
Proteinspezies besteht, wird IFN-o. durch 20 Subtypen gebildet, welche genetisch determiniert
sind. Die Homologie der einzelnen 1FN-o-Subtypen untereinander liegt bei 50 % - 65 %. Die
entsprechenden Gene liegen auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 und besitzen keine Introns.
Die IFN-o. Subtypen besitzen unterschiedliche Expressionsraten und Wirkmechanismen, tber
die noch relativ wenig bekannt ist. Die Subtypen weisen eine Lange von 165-166 AS und ein
Molekulargewicht von 16,0 kDa - 27,6 kDa auf. Sie sind durch einen stark konservierten 45 AS
grof3en Abschnitt von Prol10 bis Serl55 gekennzeichnet, der wahrscheinlich die
Rezeptorbindungsdomane darstellt. Alle IFN-o. Subtypen besitzen zwei Disulfidbriicken an der
Position Cysl — Cys99 sowie Cys29 — Cys139, wobei die letztgenannte Briicke essentiell fur die
Ausbildung der biologischen Aktivitét ist. Hauptproduktionszellen von IFN-o. sind die
L eukozyten.

Im Gegensatz zu diesen heterogen auftretenden |FN-o Proteinen geht das IFN-3 Protein aus nur
einem Gen hervor, welches ebenfalls auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 liegt und auch
keine Introns aufweist. Die Homologie zwischen IFN-o. und IFN-f3, die beide zum Interferon-

Typ | z&hlen, betrégt ca. 45 % auf Nukleinsiureebene und ca. 29 % auf Aminosaureebene.
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Name IFN-o IFN-B IFN-y
Interferon-Typ Typl Typl Typll
Leukozyten IFN Fibroblasten IFN Immuninterferon
Produktionszellen T-, B-Lymphozyten; Fibroblasten; T-Lymphozyten;
Makrophagen epitheliale Zellen NK-Zellen
Hauptausl 6ser Virus Virus, LPS; Antigen; Virus
Genetische Merkmale und Besonderheiten
Genlokalisation human Chromosom 9p22 Chromosom 9p22 Chromosom 12g24.1
Introns 0 0 3
Genlokalisation murin Chromosom 4 Chromosom 4 Chromosom 10

Physikalische Eigenschaften

Molekulargewicht 16,0 - 27,6 kDa ca 20 kDa ca 45 kDa
M, nativ (Homodimer)
Aminosiureanzahl 165/166 166 143
pH-Stabilitat stabil bei pH 2 stabil bei pH 2 [abil bei pH 2
Glykosilierung einige Subtypen Asp80 Asn25/ Asn97
Disulfidbrtcken 2 1 0

Tabelle 1.1: Charakteristische Merkmale und Eigenschaften der Interferone.

1.2 Der funktionelle Interferon-gamma Rezeptor komplex

1.2.1 Interferon-gamma Rezeptorkette 1 (IFNGR1)

Im Jahre 1981 zeigten Branca und Baglioni (Branca et al., 1981) anhand von
Ligandenbindungsuntersuchungen, dal3 sich der Interferon-y-Rezeptor (IFNGR) deutlich von
dem Rezeptor unterscheidet, der IFN-o. und IFN-B bindet. Durch Zellhybride konnte gezeigt
werden, dal3 das Gen fur die Ligandenbindungskette des humanen IFNGR auf dem
Chromosom 6 lokalisiert ist (Rashidbaigi et al., 1986). Trotz dieser Experimente mit
somatischen Zellhybriden und der Erkenntnis, dafd3 IFN-y als Ligand an das entsprechende
Genprodukt bindet, konnte im Experiment keine Initiierung der biologischen Funktion
beobachtet werden. Erst mit der Entdeckung (Jung et al., 1988, Jung et al., 1987) eines
zusétzlichen Faktors, der auf dem humanen Chromosom 21 (21q9) lokalisiert ist, kristallisierte
sich heraus, dal} zwei membranstéandige Proteine fur den Aufbau eines biologisch
funktionierenden Rezeptors noétig sind. Zum einen die Ligandenbindungskette IFNGR1 (frihere
Bezeichnung CD119) und zum anderen die sekundéare Rezeptorkette IFNGR2, die auch als
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accessory factor 1 (AF-1) bezeichnet wird. Die Isolierung und Klonierung des humanen
IFNGR1, die codiert an Position 6q liegt, gelang im Jahre 1988 (Aguet et al., 1988). Durch den
Einsatz dieser somatischen Zellhybride war es gelungen, die sekundare Rezeptorkette zu
identifizieren und im weiteren Verlauf konnte anhand der Zellinie das Gen isoliert und kloniert

werden.

Parallel zu den humanen IFNGR-Ketten wurden auch bei der Maus die chromosomale
Lokalisation der Gene identifiziert (Hibino et al., 1991, Mariano et al., 1987, Mariano et al.,
1996). Auch hier zeigte sich, dal? der biologisch aktive Rezeptor aus zwei Proteinen besteht.
Kurze Zeit spater wurde von mehreren Gruppen (Cofano et al., 1990, Gray et al., 1989, Hemmi
et al., 1989, Kumar et al., 1989, Munro et al., 1989) die Klonierung der murinen IFNGR1-Kette
gemeldet. Die Nomenklatur war uneinheitlich, so daf? verschiedene Begriffe, wie z. B. o-Kette,

bezugnehmend auf andere cytokinbindende Rezeptorketten Einzug in die Literatur hielten.

An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dal3 bei vielen Rezeptorkomplexen zwei oder mehr
Rezeptorketten an der Bindung mit dem Liganden beteiligt sein kbnnen und nur die
Bindungskette, an welche der Ligand zuerst bindet, den Suffix 1 erhdlt. Die Nomenklatur fur
humane und murine Gene erlaubt auch nicht den Gebrauch von griechischen Buchstaben als
Affix, da eine solche Bezeichnung ausschliefdlich fir unterschiedliche Proteinspezies oder
MRNA eines modifizierten Gens reserviert ist. Gene werden zur besseren Unterscheidung von
den Proteinen in kursiver Schreibweise dargestellt. Die genaue Nomenklatur fur die
Rezeptorketten ist dem Report of the Nomenclature Committee der ISICR (International Society
of Interferon and Cytokin Research) vom 6. November 1995 entnommen und in Tabelle 1.2
aufgelistet.
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Gen MRNA Rezeptorkette Referenz
Typ | Interferonrezeptoren (I1FN-e, -B, -, -T Rezeptoren)
hulFN-aR1, hulFN-aR1a
IFNARL hul FNARL, hul FNAR1a Uzeetal.
hul FN-aR1s, hulFN-o.1Rb _
IFNARL (Splicevariante ohne Exon 1V, V) Cleary etal.; Cook et.al
hul FN-oR2a (16sliche Variante) ,
IFNAR2 hul ENAR22 Novick et al.
hulFN-oR2b (verk. Variante) ,
IFNAR2 hul ENARZb Novick et al.
hulFN-aR2c (lange Variante) . .
IFNAR2 hul ENAR2G Domanski et al.; Lutfalaet al.
Typ 1 Interferonrezeptoren (I FN-y Rezeptor)
IENGRL hul FN-yR (Ligandenbindungskette) Aguet et al.; Kumar et al ;
hulFNGR1 Cofano et al.; Gray et al.; Munro et al.
IFNGR2 hulFN-yR2 hul FNGR2 (AF1) Soh et al.; Hemmi et al.

Tabelle 1.2: Nomenklatur der verschiedenen Interferonrezeptoren (Pestka et al. ,1997).

Eine grofe Anzahl von Experimenten wurden zur detaillierten Charakterisierung der
Bindungsdoméne am IFNGRL1 durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dal3 das kirzeste Fragment mit
100 %iger Bindungseigenschaft fur IFN-y ein 25 kDa-Fragment ist und von Asp6-Lys227 des
extrazellularen Teils des IFNGR1 gebildet wird. Die Bindungsdoménen von IFNGR1 zum
Liganden wurden anhand von monoklonalen Antikorpern bestimmt (Garotta et al., 1990). Dabei
stellte sich auch heraus, daf3 nur nichtprotonierte Ligandenbindungsketten den Liganden binden

konnen.

Site-directed-mutagenesi s-Experimente haben bestétigt, dal’3 fir eine maximale Aktivierung tber
den IFNGR alle vier Disulfidbricken (Cys60/68; Cysl105/150; Cys178/183; Cysl197/213)
essentiell sind und auch alle in einem nicht reduzierten Zustand vorliegen mussen (Stuber et al.,
1993). An dieser Stelle sei nochmals darauf hingewiesen, dal? bel allen Positionsangaben beim
humanen IFNGR1 die Aminosaure Glutamin an Position 1 steht (s. Sequenz: Anhang B)
(Cook J.R. et al., 1992, Farrar et al., 1992). Die Anordnung der Disulfidbriicken in der
extrazelluldren Domane legte schon friih den spéter bewiesenen Schiuf3 nahe, dal3 dieser Teil des
Rezeptors wie zwei immunglobulinghnliche Domanen mit je zwel 110 AS grof3en Abschnitten
organisiert ist (Williams et al., 1995). Auf der Suche nach der Bindungsdoméne fir IFN-y am
extrazellulégren Teil des IFNGR1 wurde ein 15 kDa grof3er Aminosaureabschnitt von
Ser94 — Ser224 identifiziert, welcher in freier, |6slicher Form dargestellt eine schwache Affinitét
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zum Liganden besitzt. Aber auch kurze Peptidfragmente, wie z. B. Asp6 — Glu21, mit nur 16 AS

zeigten sich als ausreichend fur eine schwache Bindung.

Durch eine homology scanning mutagenesis wurde untersucht, welcher Bereich des Rezeptors
fur die Bindung an den Liganden verantwortlich ist (Axelrod et al., 1994). Dafur wurden
verschiedene Segmente der humanen extrazellularen IFNGR1-Domane gegen
korrespondierende murine Sequenzen ausgetauscht. Von funf hergestellten chiméren
Rezeptoren waren nur zwei in der Lage IFN-y zu binden. Diese Mutanten enthielten die
humanen Aminosauresequenzen von Phel34 bis Val209 bzw. von Cysl183 bis Val209 und
vermochten den Liganden nur mit verminderter Affinitéat zu binden. Beide Mutanten wiesen
auch eine verminderte Induzierung des Oberflachenmolekils MHC-Klasse-1 auf. Auf Grund der
geringeren Bindungsfahigkeit wurde dieser Befund prognostiziert, wobei aber auch die
Vermutung nahe lag, daf’d die Mutanten in einer anderen Form, wie z. B. der Dimerisierung oder

Assoziation mit IFNGR2, einen Defekt aufwiesen.

Bei Punktmutationsexperimenten zeigten sich interessante speziesspezifische
Bindungsphanomene. Bei einem doppelten AS-Austausch am humanen IFNGR1 von Trp56Arg
und GIn38Arg konnte eine Bindung von humanem und murinem |FN-y am mutierten Rezeptor
festgestellt werden (Lai D., 1994, Lai D. et al., 1993). Es konnte gezeigt werden, dal3 dieser
Rezeptor nach Bindung von humanem IFN-y al's auch von murinem IFN-y in der Lage war, die
Induzierung von MHC-Klasse-l Molekilen einzuleiten. Dieses Ergebnis zeigte eindrucksvoll,
dafi’ die Interaktion zwischen den beiden Rezeptorketten nicht davon abhangig ist von welcher
Spezies das | FN-y stammit, das an den IFNGR1 bindet.

Dievon Walter et al. (Walter et al., 1995) publizierte Cokristallstruktur von einem |FN-y Dimer
mit zwel extrazellularen Doméanen des IFNGR1 brachte Klarheit Uber die Kontaktstellen der
Molekile. Von den insgesamt acht AS (Lys50, Tyr47, Asn79, Trp82, Glul01, Argl106, His205,
Trp207), mit denen IFN-y interagiert, sind folgende AS beim humanen wie auch beim murinen
Rezeptor konserviert: Lys47, Trp82, Glul01, Trp207.

Neben diesen Bindungsstellen fir den Liganden auf der extrazelluléaren Seite treten beim
IFNGR1 auf der cytosolischen intrazellul&ren Seite zwei spezifische Regionen in den
Vordergrund (Farrer et al., 1991):
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Ein funf AS grof3er Abschnitt Tyr440-Asp-Lys-Pro-His444, der beim humanen wie auch beim
murinen IFNGR1 hoch konserviert ist und die Bindungdomane fir STAT1la darstellt
(Greenlund et al., 1994).

Sowie die AS-Sequenz Leu266-Pro-Lys-Ser269, die fur die Anbindung von Jakl1 Proteinen
notig ist (Kaplan et al., 1996). Beide Motive werden bei Betrachtung der Signaltransduktion

nochmals genauer erlautert.

1.2.2 Diesekundare Rezeptorkette: IFNGR2 (AF1)

Die 2-Ketten-Rezeptor-Theorie (Jung et al., 1990) wurde durch Untersuchungen an somatischen
Hybrid-CHO-Zellen bestétigt. Diese enthielten neben der cDNA von IFNGR1 das humane
Chromosom 21. Diese Hybrid-Zellinie besal3 einen funktionellen IFNGR-Komplex und konnte
mit hul FN-y stimuliert werden. Durch sukzessives Verkirzen des Chromosoms konnte ein 1- 3
mbp grof3es Fragment mit dem Gen fur IFNGR2 identifiziert werden. In den Jahren 1993 und
1994 gelang es verschiedenen Arbeitsgruppen die sekundére Kette des humanen (Soh et al.,
1994, Soh et al., 1993) und murinen (Hemmi et al., 1994) IFNGR2 zu klonieren. Es zeigte sich,
dal’ dieser zusétzliche Faktor ebenfalls hoch speziesspezifisch ist und keinen artiibergreifenden
Austausch zul&3t. Die humane Rezeptorkette, welche auf Chromosom 21 lokalisiert ist, verlieh
zusammen mit IFNGR1 jedoch keinen 100 %igen antiviralen Schutz, so dal3 die Suche nach
einem weiteren Faktor fortgesetzt wurde (Cook J. R. et al., 1994, Soh et al., 1994).Beide
Rezeptorketten IFNGR1 und IFNGR2 gehdren der Cytokin-Rezeptor-Superfamilie Klasse 11 an
(Bazan, 1990, Thoreau et al., 1991). Anhand von Mutationsexperimenten am murinen IFNGR2
konnte aufgeklart werden, dal3 durch einen Austausch von Tyrosin gegen Phenylalanin die
Fahigkeit der Signaltransduktion nicht eingeschrankt wurde. Auch die Deletion der letzten
30 AS, ausgehend vom Carboxyterminus, schrankte die Funktion des mulFNGR2 nicht ein.
Eine Deletion um 43 AS unterbindet jedoch eine Signaltransduktion komplett. Auch beim
humanen IFNGR2 verhindert eine Verkiirzung um 49 AS eine Induktion der MHC-Klasse-|
Produktion zu 100 % (Kotenko et al., 1995, Kotenko et al., 1994). Bel Versuchen mit radioaktiv
markiertem hulFN-y konnte bei Zellen die allein IFNGR2 exprimieren beschrieben werden, daf3
keine Assoziation zwischen Ligand und Rezeptor stattfindet (Kotenko et al., 1995). Wurden von
CHO-Zellen jedoch beide Rezeptorketten exprimiert, so trat bei Crosslinking-Experimenten ein
Komplex bestehend aus IFN-y, IFNGR1 und IFNGR2 auf. Dieser Befund festigte das Bild, daf3
die beiden Rezeptorketten raumlich sehr nahe beieinander liegen, wenn IFN-y als Ligand am
IFNGR1 gebunden hat.
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Bei den von Kotenko et al. (Kotenko et al., 1995) und Sakatsume et al. (Sakatsume et al., 1995)
sowie von Bach et al. (Bach et al., 1996) dargestellten Experimenten kristallisierte sich heraus,
daf’d bei der beschriebenen Verkirzung des IFNGR2 eine Jak1 und Jak2 Phosphorylierung und
die daraus resultierende STAT1ow Aktivierung verhindert wird. Es zeigte sich auch, dal3 unter
keinen Umstanden eine Tyrosinphosphorylierung am IFNGR2 stattfindet. Eine weitere
Erkenntnis war, dal3 Jak2 mit IFNGR2 Uber die beiden AS-Motive Pro263-Pro-Ser-lle-Pro267
und 11€270-Glu-Glu-Tyr-Leu274 (Jak2 binding site) in Assoziation tritt. Alle Veradnderungen
(Mutationen, Deletionen), die an den cytoplasmatischen Doméanen vorgenommen wurden,
hatten keinen negativen Einflul? auf die Bindung des Liganden an die Rezeptorbindungskette
und eine Aneinanderlagerung der beiden Rezeptorketten. Allein die Signaltransduktionskette

wurde bei diesen Veranderungen eingeschrankt oder ganz verhindert.

1.2.3 Der membrangebundene | FN-y Rezeptor

Wie in Abbildung 1.1 gezeigt, handelt es sich beim IFNGR um zwei separate glykosilierte
Proteinketten IFNGR1 und IFNGR2 mit einem Molekulargewicht von 90 kDa bzw. 60 kDa. Die
Glykolisierung ist fur eine Ligandenbindung nicht essentiell. Untersuchungen mit Zellinien, die
nicht in der Lage sind eine Verzuckerung vorzunehmen, haben dies bewiesen. Der IFNGR-
Komplex wird auf einer grof3en Anzahl verschiedenartiger Zellen exprimiert (Valente et al.,
1992, van Loon et al., 1991). Die Expression der beiden IFNGR-Ketten auf der Oberflache von
Zéllen ist in bezug auf die Quantitét sehr unterschiedlich. So wird die IFNGR1-Kette auf allen
Zelltypen mit Ausnahme von corticalen und medullaren Thymocyten in relativ hohen Mengen
gefunden. Die IFNGR2-Kette hingegen wird nur in sehr geringem Malie exprimiert. Das
Auftreten des kompletten funktionstiichtigen IFNGR auf der Oberflache der verschiedenen
Zéelltypen variiert Uber eine grof3e quantitative Spanne von 200 Rezeptoren bei Hepatocyten bis
hin zu 25.000 Rezeptoren bei Makrophagen und epithelialen Zellen.
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Abbildung 1.1: Modell des humanen IFNGR (Ausschnitt). Die Ligandenbindungskette IFNGR1
ist ein glykosyliertes 472 AS langes transmembranes Protein. Je zwei Ketten binden ein IFN-y
Dimer. Nummerierungen in Normalschrift zeigen die AS-Positionen an, mit denen der Rezeptor
mit IFN-y wechselwirkt. Beschriftungen in kursiv und grau unterlegt weisen essentielle Bereiche
aus. Die auf der intrazelluldren Seite schwarz markierten Bereiche weisen Kontaktstellen mit
Proteinen (STAT1a; Jakl1) der Signaltransduktionskette aus. Der IFNGR2 hat insgesamt 316 AS.
Der weitaus grofRere Anteil (226 AS) befindet sich auf der extrazelluléren Seite. Auf dem 66 AS
grofRen intrazelluldren Bereich liegt zwischen Pro263 und Leu274 die Jak2-Bindungstelle
(schwarz markiert).

1.2.4 DieGenevon IFNGR1 und IFNGR2

Das Gen des humanen IFNGR1 wurde, wie eingangs bereits erwéhnt, auf dem langen Arm von
Chromosom 6 (q16 — g22) identifiziert (Pfizenmaier et al., 1988) und im Jahre 1988 kloniert
(Aguet et al., 1988). Parallel dazu wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen die murine
Ligandenbindungskette auf Chromosom 10 lokalisiert (Kozak et al., 1990). Das humane und
murine IFNGR1 Gen ist ca. 30 kb grol3 (Merlin et al., 1989) und in sieben Exons aufgeteilt. Das
MRNA hat eine Grof3e von ca. 2,3 kb.
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Bei Experimenten mit murinen Zellen, die Fragmente des humanen Chromosoms 21 trugen,
konnten bereits 1988 erste Hinweise auf die chromosomale Lokalisierung des IFNGR2-Gens
gefunden werden (Jung et al., 1988, Jung et al., 1987). Aber erst im Jahre 1996 wurde durch
zwei sich tberlappende Cosmide die Genstruktur von IFNGR2 identifiziert, welche an Position
21922 lokalisiert ist (Rhee et al., 1996). An dieser Stelle sei noch angemerkt, dal3 in dieser
Region ebenfalls die genetische Information fur beide IFNAR-Ketten codiert vorliegt. Parallel
dazu fand das Mapping des murinen IFNGR2-Gens statt, das sich auf Chromosom 16 befindet
(Mariano et al., 1996). Das humane wie auch das murine Gen enthélt 6 Introns, wobei beim
humanen Gen ein Bereich von 33 kbp und beim murinen Gen ein Bereich von 29 kbp
Uberspannt wird (Ebensperger et al., 1996, Hibino et al., 1991). Die Homologien bei der
Organisation des humanen und des murinen IFNGR untermauern die Bedeutung des Rezeptors
in biologisch-immunol ogischer Weise. Dieser Befund wird durch die hohe AS-Homol ogie unter
den beiden sekundéren Rezeptorenketten unterstiitzt. So besteht, betrachtet man die vollsténdige
Rezeptorkette, eine 58 %ige AS-lIdentitdt und sogar eine 73 %ige ldentitdt beim separaten

Vergleich der cytoplasmatischen Rezeptordomanen.

IFNGR1 IFNGR2

human murin human murin

Chromosomale L okalisation 6 10 21 16
Primérstruktur
Signal peptid 17 26 21 18
natdrliche Form 472 451 316 314
Homologie in % zur sek. Kette 52 58
Rezeptordomanen Aminosaureanzahl

Extrazelluldre Doméane 228 228 226 224
Transmembrane Doméne 23 23 24 24
Intrazelluldre Doméane 221 200 66 66
potentielle Glykosilierungsstellen 5 5 5 6
Masse (kDa) 20 20 61-67 60-65
Berechnete Masse (kDa) 52,5 49,8 34,8 35,6

Tabelle 1.3: Chromosomal e L okalisation und proteinchemische Eigenschaften der IFNGR-K etten.
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1.2.5 Auf der Suche nach einem zusatzlichen Faktor fur den IFNGR

Bel Versuchen mit einer Hamsterzellinie, in die beide humane Gene des IFNGR tranzfiziert
waren, wurde nach IFN-y Inkubation eine STAT1a Aktivierung und die Induktion von
MHC-Klasse-l Molekulen beobachtet. Durch diese Beobachtung war die Bedeutung der beiden
Rezeptorketten allgemein anerkannt. Bei Versuchen zur Identifizierung von weiteren, durch
IFN-y induzierten Genen, zeigte sich bei CHO-Zellen, dal? diese vor einer Infektion mit
Encephalomyocarditis Virus (EMCV) nach Inkubation mit humanem IFN-y einen 100 %igen
Schutz erhielten. Verwendete man jedoch einen Vesicular Stomatitis Virus (VSV), so war der
Schutz nur unzureichend. Dieser Befund wurde von verschiedenen Seiten (Cook J.R. et al.,
1992, Muthukumaran et al., 1996) dazu verwendet, einen zusétzlichen Proteinfaktor fir den
IFNGR zu postulieren. Die Moglichkeit, daf3 verschiedene Splice-Varianten des IFNGR-Gens
fr ein solches immunologisches Ergebnis verantwortlich sind, konnte nach weiteren
Untersuchungen an genome yeast artificial clones (YAC) ausgeschlossen werden. Eine
Uberexpression von IFNGR1- und IFNGR2-Proteinen auf der Oberflache von Zellen schien
einen Schutz vor einem viralen Befall zu kompensieren (Lembo et al., 1996). Andere Daten
schienen darauf hinzudeuten, dald das verwendete Virus einen moglichen Einflul® auf eine
veranderte Antwort der Zelle und somit auch auf unterschiedliche zusétzliche
Rezeptorkomponenten hat (Cook J. R. et al., 1994, Cook J.R. et al., 1992, Soh et al., 1993).

Neben diesen Ergebnissen wurde gleichzeitig deutlich, daf3 bei einer Expression von
MUIFNGR1 und mulFNGR2 auf CHO-Zellen fir einen viralen Zellschutz nur mulFN-y
verantwortlich ist. Anhand der MHC-Klasse-1 Oberflachenexpression und STAT 1o Aktivierung
konnte gezeigt werden, dal3 allein Schutz gegen EMCV nicht jedoch gegen VSV erreicht wurde
(Lembo et al., 1996, Muthukumaran et al., 1996). Dieses Ergebnis lield die Vermutung
aufkommen, dal3 neben den beiden bekannten Rezeptorketten noch ein zusétzlicher weiterer
Faktor fur die biologische Abwehr von viralen Erregern benétigt wird. Auf der anderen Seite
beobachtete man bei einem Experiment, bel dem in humane Zellen der komplette murine
IFNGR transfiziert wurde, daf3 nach Gabe von murinem IFN-y der vollsténdige antivirale Schutz
vor VSV und EMCV vorhanden war (Hemmi et al., 1994). Hierbei konnte die komplette
Bandbreite an IFN-y induzierten Genen beobachtet werden. Die hier aufgetretene Diskrepanz ist
derzeit noch nicht vollsténdig und abschlief3end aufgeklart. Es sollte jedoch darauf hingewiesen
werden, dal} Kimura et al. (Kimura et al., 1996) von einem IFN-o/f3 induziertem

Transkriptionskomplex berichtete, welcher fur eine vollstandige, maximale Aktivierung tber
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den IFNAR nétig ist. DNA-bindender Bestandteil dieses Komplexes ist das sogenannte
p48-Protein. Bei p48-knockout M&usen war die antivirale Aktivitdt gegen EMCV und VSV im
Vergleich zu Kontrollmausen nach Gabe von IFN-y signifikant erniedrigt, jedoch nicht
vollsténdig verschwunden. Dieser Befund manifestiert die Vermutung, dal’ weitere Faktoren bel
einem optimalen, durch IFNGR induzierten, antiviralen Schutz vorhanden sein mtissen. Dartiber
hinaus gibt es Aussagen, dal3 sich die beiden Signaltransduktionswege der IFN-Typen | und Il in
ihrer Funktion Uberlappen (Langer J. et al., 1988).

1.2.6 Strukturfunktionsanalyse des IFNGR

Bei Experimenten mit radioaktiv markiertem IFN-y und durch immunochemische Testsysteme
wurde die Dissoziationsbindungskonstante (K, von IFN-y zur IFNGR1-Kette mit 1 x 10° —
1x 10" M bestimmt (Farrar et al., 1993). Die heute allgemein guiltige Vorstellung des nativen
und vollstandigen IFNGR basiert auf der wohlbegrindeten Annahme, dal3 es sich hierbei um
einen Viertransmembranketten-Komplex, bestehend aus je zwei IFNGR1 und IFNGR2
Proteinen, handelt. Lange Zeit wurde darlber gerétselt, inwieweit ein solcher
spiegel symmetrisch aufgebauter Komplex fir eine Weiterleitung des biologischen Signals nétig
ist. Krause et al. (Krause et al., 2000) war nach Herstellung von amonovalenten IFN-y (IFN-y
Dimer, das nur zur Bindung an ein IFNGR1 beféhigt ist) in der Lage, eine Aussage Uber die
Quantitdt der Signaltransduktion zu geben. In verschiedenen Experimenten wurde gezeigt, daf
die STAT1lo und die MHC-Klasse-l Aktivierung, sowie die antivirale und antiproliferative
Wirkung nur zu 50 % der normalen Menge erreicht wird. Der physiologisch auftretende
Komplex aus vier Transmembranproteinen ist demnach fir eine volle Aktivierung durch den
homodimeren Liganden IFN-y zwingend notwendig. Auch in zellfreien Extrakten konnte
gezeigt werden, dal’ der Ligand IFN-y zu jeder Zeit zwel IFNGR1-Ketten bindet. Nach der
Bindung des Cytokins kondensieren die Rezeptoren in die aktive Konfiguration eines
spiegel symmetrisch aufgebauten Rezeptorkomplexes. Kristallographische Daten deuten darauf
hin, daf3 es zwischen IFN-y und IFNGR1 ein “fitting” gibt, das auf beide Proteine strukturelle
Veranderungen ausiibt (Walter et al., 1995). So wird im IFN-y Dimer der AB-Loop und das
C-terminale Endstiick, das nur minimal oder gar keine sekundéren Strukturelemente im
ungebundenen Zustand aufweist und hochflexibel ist, nach Bindung an die Rezeptorkette 1 in
einen hohen Grad sekundarer Ordnung gefaltet. Strukturelle Veranderungen konnten aber nicht
nur bei IFN-y, sondern auch beim IFNGR1 bestimmt werden (Thiel et al., 2000). Dieses

gegenseitige Modellieren der tertidren Proteinstruktur gilt als Voraussetzung fur die weitere
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Anlagerung der IFNGR2-K ette. Ein weiteres Indiz fir diese Annahme basiert auf der Tatsache,
dal3 ohne den Liganden IFN-y keine Komplexe bestehend aus IFNGR1 und IFNGR2 auf

Z¢€elloberflachen beobachtet werden konnten.

Eine weitere Studie (Marsters et al., 1995) hat die Bedeutung der IFNGR2-Kette bei der
Ligandenbindung untersucht. Bel einer selektiven Expression des humanen IFNGR2 auf der
Oberflache von murinen Fibroblasten stellte man keine direkte Interaktion zwischen der
Rezeptorkette und IFN-y fest. Wenn jedoch zusétzlich auch humaner IFNGR1 auf der
Oberflache exprimiert wurde, so konnte eine viermal héhere Bindung des Liganden an die
humane IFNGR1-K ette beobachtet werden, als ohne die IFNGR2-Proteinkette. Betrachtet man
selektiv die extrazellulére Seite, so wurde aus diesen Ergebnissen geschlossen, dal3 IFNGR2 vor
allem die Rolle eines Stabilisierungsfaktors fir den gesamten IFNGR-K omplex zukommt. Auch
wird vermutet, dal3 nach Formung des kompletten Komplexes mit einer Grof3e von ca. 345 kDa
der IFNGR2 fir eine weitere Steigerung der Affinité zwischen IFN-y und IFNGR1 sorgt (Lai
D., 1994, Marsters et al., 1995). Abschlief3end zu den proteinchemischen Vorgangen auf der
extrazellularen Seite sei nochmals auf die hohe Speziesspezifitét zwischen IFN-y und dem
IFNGR hingewiesen. So bewirkt humanes IFN-y auf Zellen von Nagetieren keinerlei
Aktivierung der Signaltransduktion. Gleiches gilt fir humane Zellen, die mit IFN-y von Nagern
inkubiert wurden. Neben dieser Interaktion auf der extrazelluldren Seite finden auf der

intrazelluldren Seite die fir die weitere Signaltransduktion wichtigen Schritte statt.

In einer Serie von Experimenten wurden murine und humane Rezeptordomanen zu chiméren
Rezeptoren (murin-human, hamster-human) zusammengefiigt und in somatische Zellhybride
transfiziert. Alle Hybride enthielten zusétzlich das humane Chromosom 21, auf dem das Gen fur
den IFNGR2 lokalisiert ist. Die Experimente lief3en keinen Zweifel daran, dafl fir eine
Signaltransduktion die beiden extrazelluldr gelegenen Rezeptorketten von ein und derselben
Spezies sein missen. Gleiches fand man bei Experimenten mit murinem IFN-y heraus, das man
auf Zellhybride mit dem hamster-murinen IFNGR1 gab. Auch hier fand eine
Signalweiterleitung nur statt, wenn das murine Chromosom 16 transfiziert war und somit beide
murinen extrazelluldren Ketten auf der Oberflache exprimiert wurden (Hibino et al., 1992,
Mariano et al., 1996). Beim Aminosaureaustausch am humanen IFNGR1 an den Positionen
GIn38Arg und Trp56Arg, war dieser anschlief3end in der Lage, sowohl humanes als auch
murines IFN-y zu binden. Anschlief3end wurde die Mutante in Zellen transfiziert, die entweder

den murinen IFNGR2 oder den humanen IFNGR2 exprimierten. Gab man nun IFN-y auf die
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Zellen, so stellte man allein bei der Kombination mit mutiertem mulFNGR1 / hulFNGR2 /
hulFN-y eine Signaltransduktion fest. In allen anderen Féallen wurde ausschliefdlich eine
Bindung des Liganden an den mutierten Rezeptor festgestellt, aber keine Aktivierung von
MHC-Klasse-I Oberflachenmolekilen. Diese Daten untermauern die Modellier- und
Fitting-These, welche auf Grund der kristallographischen Daten gemacht wurde. Der
Aufklérung Uber die Vorgange innerhalb der Zelle ist auch zu Gute gekommen, dal3 die
IFNGR1-Kette eine der ersten Rezeptorketten Uberhaupt war, bei der im Detail eine Struktur-
Funktions-Analyse durchgefihrt wurde. Wie bereits im Vorfeld ausgefuhrt, waren
Mutagenesestudien an den Rezeptorketten die Wegbereiter fur die Aufklérung der Jak-STAT-
Signaltransduktion auf der cytoplasmatischen Seite.

1.3 DieJak-STAT-Signaltransduktion am IFNGR

1.3.1 Entdeckung der Jaks (Janusfamily tyrosine kinases)

Jaks sind relativ groBe Kinasen von durchschnittlich 1150 AS und einem apparenten
Molekulargewicht von 120 kDa — 130 kDa. Sie gehdren alle zu einer Klasse von
Tyrosinkinasen, die mit ihrer katalytischen Doméne in der Lage sind, Tyrosinreste zu
phosphorylieren (Guriak et al., 1996, Lai K. S. et al., 1995, Rane et al., 1994). Die Familie der
Januskinasen wurde durch Mutationsexperimente und der Beobachtung eines defizienten
Signaltransduktionsweges entdeckt. Durch eine Partial-Sequenzanalyse identifizierte man ein
Gen fir eine Tyrosinkinase mit unbekannten kinasedhnlichen Doménen (Darnell ef al., 1994,
Harpur et al., 1992, Valazquez et al., 1992, Wilks et al., 1991). Kennzeichen der derzeit vier
bekannten Januskinasen (Jakl, Jak2, Jak3, Tyk?2) ist die Existenz einer Tandemkinase und
Dominen mit Pseudokinaseeigenschaften. Aufgrund dieser Merkmale erhielt diese neue Klasse
von Proteinen in Anlehnung an die romische Gottheit Janus, welche stets mit einem

Doppelgesicht dargestellt wird, ihren Namen.

JH7 JHG6 JHS JH4 JH3 JH2 JH1

N-terminal C-terminal

Rezeptor Pseudo Kinase
Bindungs Kinase Domane
Region Domane

Abbildung 1.2: Schematisierte Darstellung der funktionellen Bereiche von Jak-Proteinen.
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Das Protein ist in sieben zum Teil hochhomologe Segmente (JH) unterteilt, wobei allein die
JH1-Doméne das katalytische Zentrum darstellt. Uber die Funktion der anderen JH-Doméanen ist
derzeit wenig bekannt (Harpur et al., 1992, Krolewski et al., 1990, Wilks et al., 1991). Allein
vom N-terminus ist noch bekannt, dal3 dieser Teil fir eine Bindung an den Cytokin-Rezeptor
verantwortlich ist (Frank et al., 1994, Frank et al., 1995). Januskinasen sind in fast allen

Signaltransduktionswegen von Cytokin- und Interferonrezeptoren integriert.

Jak Protein Rezeptortyp
Jak1 Jak2 IFNGR
Jak1 Tyk2 IFNAR
Jak1 Jak3 IL-2-R, IL-4-R, IL-7-R, IL-9-R, IL-15-R
Jak1 Tyk2 IL-10-R
Jak1 o. Jak2 o. Tyk2 IL-6-R
Jak2 Tyk2 IL12-R
Jak2 EPO
Jak2 IL-3-R, IL-5-R, GM-CSF-R
Jak2 Prolactinrezeptor

Tabelle 1.4: Jak-Proteine und ihr Auftreten bei verschiedenen Cytokin- und Interferonrezeptoren.

1.3.2 Entdeckung der STATs(signal transducersand activators of transcription)

Die sieben bekannten Saugetier-STAT-Proteine haben eine Gréfe von 90 kDa bis 115 kDa
(750 -850 AS) und ihre Namensgebung ist auf die Reihenfolge ihrer Entdeckung und die

Einordnung in die Klasse der STAT-Proteine zurtickzufihren.

vP

N-terminal . - Linker C-terminal
STAT DNA SH2 TAD
Dimerisierungs Bindungs
Domane Domane

Abbildung 1.3: Struktur von STAT-Proteinen.
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Der Signaltransduktionsweg Uber die STAT-Proteine ist ein bei vielen Cytokin- und
Interferonrezeptoren auftretender Mechanismus. Merkmale aller STAT-Proteine ist zum einen
die hochkonservierte, 125 AS grof3e, endsténdige N-terminale Region mit bislang unbekannter
Funktion. Daran schliefdt sich die Dimerisierungsdomane an. Mit Ausnahme von STAT2, bei
der keine DNA Bindungsdoméne identifiziert werden konnte liegt im mittleren Abschnitt die ca.
180 AS grof3e DNA-Bindungsregion vor. Die zum C-terminus hin verschobene Src-homology2
(SH2) Domaéne dient als Substrat fur die Phosphorylierung (Chatterjee-Kishore et al., 2000,
Horvath et al., 1997). Am C-terminus befindet sich die Transkriptionale Aktivierungs Doméane
TAD.

Die STAT Proteine haben sechs essentielle Funktionen, durch die sie den

Signaltransduktionsweg charakterisieren:

Bindung an phosphorylierte Tyrosinreste
Tyros nabhangige Autophosphorylierung
Dimerisierung als Homo- oder Heterodimer
Translokation in den Zellkern

Bindung an die DNA

o g b~ W DN P

Modulation der Genexpression

Das Zusammenspiel der einzelnen Proteine bei der Ubertragung des biologischen Signals, das
von IFN-y ausgeht, war lange Zeit nicht eindeutig geklért. Durch die Identifizierung einer
Gruppe von Genen (interferon-stimulated genes, 1SG), die am Ende des durch Interferone
induzierten Signals bereits nach 10 bis 15 Minuten transkribiert werden, entdeckte man in der
Promotorregion von IFN-y induzierten Genen eine immer wieder auftretende neun Basen lange
Sequenz. Auf Grund ihrer besonderen Bedeutung wurde sie gamma interferon activation site
(GAS) genannt. Bei IFN-o/f induzierten Genen trat eine 12 - 15 Basen lange Promotorsequenz
auf, die sogenannte ISRE (interferon stimulated response element). Durch synthetische
Oligonucleotide, die das | SRE-Element aufweisen, war es moglich, Transkriptionsfaktoren der
Masse 91 kDa und 113 kDa zu binden, die spéter als STAT1a und STAT2 bezeichnet wurden.
Das Besondere an diesen neuen Proteinen war die Src-homology site SH2, an welcher spéter

dleweiteren STAT-Proteine identifiziert wurden.
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STAT Protein Rezeptortyp
STAT1 IFNAR, IFNGR
STAT2 IFNAR
STATS3 IL-6 Rezeptor-Familie, IL-10 Rezeptor, EGF Rezeptor
STAT4 IL-12 Rezeptor
STATS IL-2 Rezeptor, 1L-3 Rezeptor-Familie, EPO Rezeptor
STAT6 IL-4 Rezeptor

Tabelle 1.5: STAT-Proteine und ihr Auftreten bei den verschiedenen Rezeptoren.

Die funktionale Verbindung zwischen den Jak- und den STAT-Proteinen wurde offensichtlich,
als man bei Jak defizienten Zellen keine Aktivierung von STATL1 erreichen konnte (Watling et
al., 1993). Untermauert wurde der Befund durch Mausexperimente, bei denen eine
Defektmutation an STAT oder Jak Genen vorgenommen wurde. Entweder fehlten bei den

Maéausen Teile des Immunsystems, oder aber die Immunfunktionen waren fehlerhaft entwickelt.

1.3.3 DasZusammenspiel von Jak und STAT am IFNGR

Nachdem die direkte Abhéngigkeit von Jaks und STATs in der Signaltransduktion evident war,
wurde nach den spezifischen Bindungsstellen am IFNGR gefahndet. Durch ein Alanin-Scanning
entdeckte man auf der intrazelluldren Seite der IFNGR1-Kette eine fir die Jak1l Bindung
essentielle 4 AS grof3e Site (Leu266-Pro-Lys-Ser269) (Kaplan et al., 1996). Nach Bindung von
IFN-y kommt es zur Transphosphorylierung der bereits mit den IFNGR-Ketten préassozierten
Jak1 und Jak2 (Igarashi et al., 1994, Kaplan et al., 1996).

Auf der IFNGR2-Kette wurden im Rahmen von Struktur-Funktions-Experimenten von drel
unterschiedlichen Gruppen (Bach et al., 1996, Kotenko et al., 1995, Sakatsume et al., 1995)
zwei Motive mit je 5 AS Lange (Pro263-Pro-Ser-lle-Pro267, 11e270-Glu-Glu-Tyr-Leu274)
lokalisiert, die 13 AS von der Transmembrandoméne entfernt sind und fir eine Anbindung von
Jak2 von aulerster Wichtigkeit sind. Bei Mutationen an diesen beiden Motiven konnte keinerlei
Jak2 Bindung und somit auch keine weitere Aktivierung festgestellt werden (Bach et al., 1996).
Bei Versuchen mit mutierten Rezeptorketten, die optimale Bindungsmotive fur andere
Januskinasen enthielten, konnte ebenfalls keinerlei biologische Aktivierung ermittelt werden.
Alle Ergebnisse zusammengefaldt deuten darauf hin, daf3 die beiden Januskinasen Jak1 und Jak2
eine aul¥erordentliche Rolle bel der substratspezifischen Aktivierung des IFNGR einnehmen und
durch andere Tyrosinkinasen nicht ersetzt werden konnen. Neben der hohen Spezifitét, welche
die beiden Januskinasen an den jeweiligen Transmembranketten aufweisen, ist die raumliche
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Né&he der beiden Proteine zueinander fir eine gegenseitige Phosphorylierung unabdingbar. Die
unter 1.2.6 erwédhnte Liganden-induzierte Oligomerisierung von zwei IFNGR-Untereinheiten
hat zur Folge, dal? sich die beiden Jak-Proteine auf der cytosolischen Seite derart nahe kommen,
dal? sie sich gegenseitig aktivieren konnen. Dabei sei nochmals auf Ergebnisse von Bach et al.
(Bach et al., 1996) hingewiesen, die eindeutig gezeigt haben, dal? die Rezeptoruntereinheiten auf
unstimulierten Zellen keinerlei Préassoziationen aufweisen.

Die Bedeutung der STAT1 Aktivierung am IFNGR fir eine SignaltUbertragung war bereits
mehrere Jahre anerkannt, wahrend tber den genauen Mechanismus des Jak/STAT Signalweges
noch vieles unklar war. Bei Mutageneseversuchen am IFNGR1 wurde Tyr440 als
Schluisselaminosaure identifiziert. An ihr wurde eine reversible Phosphorylierung nach 1FN-y
Behandlung festgestellt. Diese Phosphorylierung erregte daher Interesse, weil festgestellt wurde,
dal? Tyr440 keine Bedeutung fur eine ligandeninduzierte Jak Aktivierung hatte (Greenlund et
al., 1994, Igarashi et al., 1994).

Da jedoch bei einer Mutation von Tyr440 der durch |FN-y ausgel 6ste Signalweg unterbrochen
worden war, wurde die Hypothese von einer direkten Verbindung zwischen Jak und STAT
Molekilen liber exakt diese AS aufgestellt (Lai D., 1994). Uberpriift wurde diese Hypothese
durch Experimente, bei denen kurze phosphorylierte Peptide von 5 - 12 AS Lange, die alle von
der IFNGR1-Sequenz abgeleitet waren, mit Zelllysaten inkubiert wurden. Alle Peptide mit einer
Minimalsequenz von Tyr440(PO,)Asp-Lys-Pro-His444 waren in der Lage, STATL1 auch in
Abwesenheit von weiteren Proteinen mit einer hohen Affinitat von k, = 1,37 x 10 molar zu
binden. Bei unphosphorylierten Vergleichspeptiden konnte keine Bindung von STAT1
Molekilen festgestellt werden. Es konnte auch keine Bindung von anderen STAT Molekilen,
wie z. B. STAT2, an phosphorylierten oder unphosphorylierten Peptiden bewiesen werden
(Greenlund et al., 1995).
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IFNGR1 IFNGR1
IFNGR2 IFNGR2

Plasma-
C
membran

Abbildung 1.4: Modell des membranstandigen IFNGR Komplexes und der Signaltransduktion nach
Bindung des Liganden IFN-y.

Bei diesen Experimenten trat auch zum Vorschein, dal die spezifische Rekrutierung von
STAT1 Proteinen an die aktivierte Form des IFNGR1 durch zwei weitere AS beeinfluf3t wird.
Asp440 und His444 wurden als die einzigen weiteren AS identifiziert, die fur die biologische
Funktion des Rezeptors relevant sind. Die STAT1 Molekule binden mit ihrer SH2 Doméane an
den Rezeptor und leiten so die Phosphorylierung von Tyr701 am STAT-Protein ein (Greenlund
et al., 1995). Es stellte sich heraus, dal3 die spezifische Bindung an den jeweiligen Rezeptor
alein von der SH2 Domane ausgeht. Beim Austausch von SH2 Doméanen an verschiedenen
STAT-Proteinen zeigte sich, dal3 ein STAT2-Protein, welches die SH2 Doméne von STAT1
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trug, zu einer Bindung an den IFNGRL féhig war. Beim Austausch von STAT Bindungsmotiven
an verschiedenen Interferonrezeptoren festigte sich das Bild einer allein durch die SH2 Doméne

hervorgerufenen spezifische Bindung (Heim et al., 1995).

Nach der Phosphorylierung von Tyr701 am STAT1 Protein ist die Affinitdt zur
Rezeptoruntereinheit IFNGR1 stark herabgesetzt und es findet eine Dissoziation stait. Die
Phosphorylierung hat die Affinitét der STAT1 Proteine zueinander erhoht. Durch gegenseitige
SH2 Aneinanderlagerung kommt es zur Ausbildung eines punktsymmetrischen STAT1-Dimers,
das durch seine kompakte Form aul3erst stabil ist. Die Aneinanderlagerung wird auch dadurch
gefordert, dal’ exakt in dieser Phase die optimale Nahe der beiden Proteine einen maximalen
Wert erreicht hat. Nach Dimerisierung der STAT1 Proteine befindet sich der Komplex in einem
ersten zwischenaktivierten Zustand. Nach Phosphorylierung des C-terminalen Serinrestes Ser-,,
befindet sich das Dimer im vollaktivierten Zustand. Diese Phosphorylierung ist essentiell fir die
biologische Funktionalitdt des STAT1 Dimers. Neuere Untersuchungen belegen die Annahme,
dai3 die Serinphosphorylierung durch eine MAP Kinase (mitogen-activated protein kinases)
durchgefuhrt wird (David et al., 1995, Wen et al., 1995). Es wurden aber auch Beobachtungen
gemacht, dald ERK2 (extracellular signal-regulated kinases) oder JNK (c-Jun kinases) in
bestimmten Situationen eine Phosphorylierung des Serinrestes an Position 727 ausfthren. Der
Grund fur die Aktivierung durch die eine oder andere Kinase ist derzeit noch vollig unklar
(Kovarik et al., 1999, Lim et al., 1999). Ein Ausweichen auf einen anderen Weg der
Aktivierung ist durchaus moéglich. Das haben Experimente mit spezifischen Inhibitoren fir den
einen oder anderen Weg ergeben (Chung et al., 1997, Schuringaet al., 2000).

Im weiteren Verlauf wird das aktivierte STAT1 Homodimer nach Transport in den Zellkern
transloziert und entfaltete dort durch Anbindung an spezifische GAS Sequenzen (IFN-y
activated site) zusammen mit anderen Proteinen seine eigentliche Aufgabe. Da STAT1 nicht nur
bei der Signaltransduktion des IFN-y, sondern auch bei IL-6, IL-10, EGF und PDGF eine Rolle
spielt, wird die Anzahl der durch STAT1 induzierten Gene auf mehr als 100 geschétzt (Decker
et al., 1997).
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1.4 Losliche Cytokinrezeptoren

Cytokine, die von einer grof3en Anzahl verschiedener Zellen sekretiert werden, besitzen ein
hohes Mal3 an regulatorischen Funktionen. Sie kontrollieren oder haben Einflu3 auf die
Immunantwort, Fieber, auf Tumorbekdmpfung und Akut-Phasen-Antwort. Dieses breite
Spektrum an biologischen Funktionen mit zum Teil drastischen physiologischen Folgen verlangt
nach effektiven Kontrollmechanismen an verschiedenen Stellen, wie z. B. bei der
Cytokinsekretion, der Rezeptoroberflachenexpression und der Produktion von
Inhibitormolekilen (Dinarello, 1991, Fernandez-Botran, 1991).

Von besonderem Interesse sind die regulatorischen Effekte durch spezifische, 16sliche
Cytokinrezeptoren, wie sie in verschiedenen Korperflissigkeiten gefunden wurden. Die
inhibitorischen Molekile verhindern eine Cytokin-Rezeptor-Interaktion durch Anbindung an
das |6sliche Cytokin oder aber durch Bindung an einen membranstandigen Rezeptor. Dabei ist
letzteres aus humanphysiologischer Sicht bisher nur einmal vorgefunden worden. Der |6sliche
IL-1 Rezeptorantagonist inhibiert durch Anbindung an den Rezeptor eine Signaltransduktion
(Dinarello, 1991). Wesentlich haufiger wurden |6sliche Formen von verschiedenen
Cytokinrezeptoren beschrieben, die an das Cytokin binden. Hierbei handelt es sich um verkiirzte
Formen des membranstandigen Rezeptors, bei dem die intrazelluldre und die Transmembran-
Domane fehlen. Einige l6sliche Rezeptoren entstehen durch proteolytische Spaltung des

eigentlichen Rezeptors, andere werden durch differentielles Splicing synthetisiert.

In humanen und murinen Korperflissigkeiten wurden von folgenden Cytokinen und
Interferonen |6sliche Rezeptoren gefunden: I1L-2; IL-4; IL-6; IL-7, IFN-y; IFN-o; TNF; CSF;
EGF; insulin-like-GF; GH und Transferrin (Debets et al., 1994, Fernandez-Botran, 1991,
Fridman et al., 1993, Novick et al., 1992, Novick et al., 1989, Woith et al., 1993).

Die Aufgabe der |6slichen Cytokin-bindenden Proteine ist zur Zeit noch umstritten. Fur eine
feine Regulation der Immunantwort kommen sie nicht in Frage. Vielmehr scheinen sie einen
EinfluRd auf den eigentlichen Krankheitsverlauf zu haben, der sich im Schutz des Liganden durch
Stabilisierung der Struktur und Schutz vor Proteasen in den verschiedenen Korperfllssigkeiten

auszei chnet.
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1.4.1 Viraelnhibition

Neben dieser korpereigenen Inhibition der Cytokinsignaltransduktion wurden zu Beginn der
90er Jahre bei verschiedenen Viren ebenfalls Proteine identifiziert, die in der Lage sind,
Cytokine zu binden und so eine ligandeninduzierte Signaltransduktion zu verhindern.
Vermutungen zur Existenz solcher Proteine wurden bereits Ende der 80er Jahre geduf3ert, und
der Name “Viroceptor” war nach Entdeckung des ersten virusstammigen Proteins mit
Bindungseigenschaften zu einem Cytokin bald ein fester Begriff. 1991 wurde im Uberstand von
mit Myxoma Virus infizierten Zellen ein Protein identifiziert, welches hohe Homologien zum
TNF-Rezeptor aufwiefd und die Fahigkeit besal3, TNF zu binden (Smith et al., 1991, Upton et
al., 1991). In den folgenden Jahren wurden eine ganze Reihe weiterer rezeptoréhnlicher
cytokinbindender Proteine identifiziert, die alle viralen Ursprungs waren. Grof3te Bedeutung bel
der Expression von Viroceptoren haben die Poxviridae (Pockenviren). Diese Virusfamilie, die
sich in zwei Unterfamilien mit elf Gruppen aufteilt, zeichnet sich durch komplexe
doppelstrangige DNS tragende Viren aus. Die obligaten Zellparasiten haben eine symmetrische
Quaderstruktur, in deren innerer Capsidhille sich ein S-formiger Proteinstab befindet. Dieser
enthdlt die 130 kbp - 300 kbp lange DNA und bildet mit ihr ein Nukleocapsid. Mit einer Grof3e
von 100 x 200 x 300 nm sind die Pockenviren die mit Abstand groféten Viren, die sogar unter
dem Lichtmikroskop zu erkennen sind.

Subfamilien Gruppe
Chordopoxvirinae Orthopoxvirus
Parapoxvirus
Avipoxvirus

Leporipoxvirus

Capripoxvirus

Suipoxvirus

Molluscipoxvirus

Yatapoxvirus

Entomopoxvirinae Entomopoxvirus A

Entomopoxvirus B

Entomopoxvirus C

Tabelle 1.6: Taxonomie der Poxviridae.
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1.4.2 Vaccinia Virusausder Familie der Poxviridae

Variola Virus stellt ein humanspezifisches Pathogen dar, das eine der verheerendsten humanen
Ansteckungskrankheiten auslost: die Pocken. Im Jahre 1796 Ubertrug Edward Jenner die
Lymphe von mit Kuhpocken infizierten Rindern auf den Menschen und erreichte durch diese
erste Impfung einen Schutz fur die Menschen vor der meist todlich verlaufenden Krankheit
(Baxby, 1981). Jenner nannte das Impfmaterial, abgeleitet vom lateinischen “vacca” fur Kuh,
“Vaccine” und die Inoculation mit dem Material “Vaccination”. Soweit es sich heute noch
nachvollziehen 183, war das von Jenner verwendete Virus nicht nur auf bovinen Spezies zu
finden. Im 18. und 19. Jahrhundert war das Virus fir sporadische Infektionen bei Menschen und
einer grof3en Anzahl von Tieren verantwortlich. 1939 konnte Downie (Downie, 1939) anhand
der im letzten Jahrhundert verwendeten Pockenimpfschutzproben feststellen, dal3 sie alle eine
unterschiedliche Virus-Spezies enthielten, die in der Natur in dieser Form nicht zu finden war.
Diese fur die Impfung verwendete Virus-Spezies ist seitdem unter dem Namen “Vaccinia Virus’
bekannt.

Fruhere Vermutungen, dal3 sich das Vaccinia Virus moglicherweise vom Kuhpocken-Virus oder
vom Variola Virus ableiten |a3t, wurden durch Vergleiche von biologischen Eigenschaften,
DNA-Restriktionsverdau und DNA-Sequenzanalyse fur unwahrscheinlich erachtet (Aguado et
al., 1992, Massung et al., 1993, Shchelkunov et al., 1993). Die Herkunft (Abstammung) und der
natirliche Wirt des Vaccinia Virus ist bis heute ungeklart. Trotz dieser unbeantworteten Fragen
ist das Vaccinia Virus das am besten studierte Mitglied der Poxviridae. Die vollstandige DNA-
Sequenz des Genoms vom Vaccinia Virus wurde 1990 von Goebel et al. publiziert (Goebel
et al., 1990). Das Genom hat 191.636 Basenpaare mit einem A/T-Gehalt von 66,6 % und 263
potentiellen Genen (198 codierende Major-Proteinbereiche und 65 Uberlappende Minor-
Proteinbereiche).

Die lineare doppelstrangige DNA des Vaccinia Virus (wie auch bel allen anderen Poxviridae)
besitzt an jedem Strangende einen charakteristischen hairpin loop, an dem sich die Bereiche der
tandem repeats (TR) und der invertet terminal repeats (ITR) unmittelbar anschlief3en (Abbildung
1.5).
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Abbildung 1.5: Darstellung vom Aufbau viraler DNA.

Weiter zur Mitte gelagert befinden sich Bereiche hoher Variabilitét, die mit ihren ORF Gene
codieren, die fur eine Interaktion mit der jeweiligen Wirtszelle essentiell sind. Diese Regionen
codieren auch fur verschiedene Klassen von immunmodulierenden Proteinen. In der zentralen
Mitte befinden sich die relativ hochkonservierten Gene, die fur die virale Replikation
verantwortlich sind sowie einige Strukturproteine.

Die Benennung der ORF des Vaccinia Virus Genoms folgte der allgemeingultigen Konvention
zur Namensgebung: Danach wird die doppelstrangige DNA mit dem Restriktionsenzym
Hind I11 geschnitten. Die Fragmente werden dann der Grof3e nach mit Buchstaben versehen. Die
ORF auf dem Abschnitt werden von links nach rechts durchnummeriert und schliefdlich je nach
Ableserichtung des ORF mit einem R (rechts) oder L (links) versehen (Rosel et al., 1985).

1.4.3 LodlicheviralelInterferonrezeptoren

Der erste |6sliche virale IFN-y Rezeptor wurde von Upton et al. aus Zellen, die mit
Leporipoxvirus Myxoma Virusinfiziert waren, as ein 37 kDa grof3es Protein identifiziert (Upton
et al., 1992). Dieses Protein war das Produkt des ORF M-T7 und es wies zu den extrazellularen
Domaénen des murinen und humanen IFNGR eine Aminosaureidentitét von 25 % auf. Das M-T7
Protein besal’ keine Aminosdureabschnitte, die mit der intrazelluldren oder der Transmembran-
Domaéne der IFNGR eine Homologie aufwiesen. Dieser Befund entsprach den Vorhersagen, die

man auch auf Grund der Ergebnisse zum viralen TNF Rezeptor gemacht hatte. Das M-T7
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Protein hatte die Potenz mit einer Ky von 1,2 x 10° molar (1,2 nM) an rabbit IFN-y zu binden
und verhinderte dadurch den antiviralen Effekt des Cytokins. Das Myxoma IFN-y
Rezeptorprotein wird bereits in der frihen Phase der Infektion als eines der ersten Proteine,
noch bevor eine Transkription von Hull- und Strukturgenen eingeleitet ist, in einer
Konzentration von 5 x 10’ Molekillen/Zelle sekretiert (Mossman et al., 1995, Mossman et al.,
1995).

Das Genom von Vaccinia Virus besitzt mit dem ORF B8R eine DNA Sequenz, welche eine
hohe Homologie zum ORF M-T7 hat. Die Aminosaureidentitdt zum murinen und humanen
IFNGR betragt 20 % (Earl et al., 1993, Goebel et al., 1990, Upton et al., 1992). Verwandte
Gene zum ORF B8R wurden in Ectromelia Virus (Mossman et al., 1995), zwei Stdmmen des
Variola Virus (Massung et al., 1994, Shchelkunov et al., 1993), sowie im Suipox Virus
(Massung et al., 1993) gefunden. Bei Crosslinking Experimenten mit radioaktiv markiertem
IFN-y wurde im Uberstand von insgesamt 14 Vaccinia Virus Stdmmen die Produktion eines
IFN-y bindenden Proteins identifiziert (Alcami et al., 1995, Mossman et al., 1995). Der
Vaccinia Viroceptor hat eine Grof3e von ca. 43 kDa und ist damit etwas grofRer als der
Viroceptor von Myxoma Virus mit ca. 37 kDa. Dieser Grofienunterschied konnte durch eine
weitere N-Glykosilierung des Vaccinia Proteins hervorgerufen sein (Howard et al., 1991, Upton
et al., 1992). Bei den bis zum heutigen Tage untersuchten Poxviridae wurde in allen jeweils ein
IFN-y bindendes Protein oder aber eine entsprechende Gensequenz entdeckt. Dieser Befund
untermauert die enorme Bedeutung eines solchen Viroceptors fur alle Poxviridae. Dabei
entfaltet B8R seine Wirkung auf zwelerlei Art und Weise: Zum einen bindet das Protein an das
Cytokin und verhindert dadurch den durch IFN-y ausgeldsten antiviralen Effekt und zum
anderen wird durch das Abfangen von IFN-y die allgemeine Mobilmachung des gesamten

Immunsystems ausgesetzt.

Die Tatsache, dal3 das Vaccinia Virus unterschiedliche Spezies als Wirt hat, verlangt entweder
ein grof3es Repertoire an verschiedenen Proteinen fir den Einsatz bel der jeweiligen Spezies
oder aber Proteine, die nicht speziesspezifisch sind. Bei Vaccinia Virus trifft trotz seiner
Genmenge letzteres zu. B8R aus den verschiedenen Vaccinia Stémmen haben alle die Potenz
IFN-y von Mensch, Rind, Ratte und Huhn zu binden. Diese breite Akzeptanz gegenuiber IFN-y
von verschiedenen Spezies ist ein einmaliger Prézedenzfall, der in dieser Art noch nie
beschrieben wurde.
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1.5 Zusammenfassung: Modell der IFNGR Signaltransduktion

Die Einzelergebnisse zeigen, betrachtet man sie in einem tbergreifenden Kontext, ein in dieser
Art einzigartiges Modell der Cytokin Signaltransduktion. Auf unstimulierten Zellen liegen die
beiden unterschiedlichen Rezeptorketten IFNGR1 und IFNGR2 nicht assoziiert auf der
Membran vor. Die intrazelluléren Doméanen der beiden Ketten sind jedoch mit der unaktivierten
Form der Januskinasen sind Jakl und Jak2 assoziiert. Bei Bindung von IFN-y an die
extrazelluldre Bindungsstelle kommt es zu einer Dimerisierung der IFNGR1-Ketten, wodurch
sich die beiden Molekile in ihrer raumlichen Struktur so verandern, dal3 eine speziesspezifische
IFNGR2-K ettenanlagerung erfolgen kann. Der Ligand IFN-y ist somit fir eine
Aneinanderlagerung der beiden Rezeptorketten und die daraus resultierende dichte Annéherung
der beiden intrazellularen Proteinkomplexe von Jak1 und Jak2 zwingend notwendig. In diesem
Stadium findet eine gegenseitige Aktivierung der Januskinasen und eine anschlief3ende
Phosphorylierung der fur die weitere Funktion entscheidenden Aminosaure Tyr440 am IFNGR1
statt. Dadurch werden die beiden fiinf Aminosauren langen Bindungsstellen fir eine Assoziation
von STAT1 Molekilen aktiviert. Je ein STAT1 Molekll dockt mit hoher Affinitét an die
Bindungsdoméne an. In dieser Konstellation, in der die réumliche Nahe zwischen den beiden
Januskinasen und den STAT Molekilen am hochsten ist, findet die Phosphorylierung der
Aminosaure Tyr701 am jeweiligen STAT1 Molekdl statt. Nach der Dissoziation von STAT1
von der Bindungsstelle kommt es zur Ausbildung eines Homodimers bestehend aus den
phosphorylierten STAT1 Molekilen. In diesem Stadium findet eine Phosphorylierung der
C—terminalen Aminosaure Ser727 statt. Insgesamt wurden bis jetzt drei verschiedene Kinasen
identifiziert, die diese Aufgabe ausfiihren. Das aktivierte STAT1 Homodimer wird anschlief3end
in den Kern transloziert und bindet dort an spezifische DNA-Sequenzen in der Promotorregion
der durch IFN-vy frih induzierten Gene. Die Signaltransduktionskaskade des IFNGR-K omplexes
stellt sich somit al's ein geordneter, durch MolekUlaffinitéten gesteuerter Prozess dar, der durch
die Bindung von IFN-y ausgel6st und Uber die Molekile Jak1, Jak2 sowie STAT1 und der

anschlief3enden Translozierung in den Kern manifestiert ist.
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1.6 Intention der Dissertationsarbeit (Ziele der Dissertationsar beit)

IFN-y stellt ein zentrales Protein mit antiviraler, antipoliferativer und immunmodulierender
Wirkung dar. Bei chronischer Polyarthritis (CP), chronischer Granulomatose (CG) und maligner
Osteopetrose ist IFN-y zur Zeit das einzige Medikament, welches die Krankheit bekampfen
kann. Bei einer Vielzahl anderer Krankheiten wird IFN-y zur Unterstiitzung eines positiven
Verlaufes eingesetzt. Neben diesem positiven Einfluld kann kdrpereigenes |FN-y jedoch auch
negative Eigenschaften entwickeln. Panitch et al. dokumentierten im Jahre 1987, dafd durch
Behandlung mit IFN-y bei Multiple Sklerose Patienten eine deutliche Verschlechterung eintritt.
In einem solchen Fall richtet IFN-y durch seine pleiotrope Natur und seinen Einfluld auf das
gesamte Immunsystem als Modulator erhebliche Schaden an. Die Suche nach Agenzien, die
|FN-y abblocken und dadurch die Wirkung auf die Zielzellen verhindern, stellt nach Meinung
von Panitch einen erfolgstréchtigen Ansatz bei der MS-Therapie dar.

Im Jahre 1995 entdeckten Alcami und Smith in verschiedenen Stdmmen von Vaccinia Virus
(Poxviridae) ein IFN-y bindendes Protein mit breiter Speziesakzeptanz. Die Aufklérung von
Struktur und Funktion des Viroceptors B8R sollte die Basis bilden fur ein umfangreiches
biophysikalisches Verstandnis von der Bindung und der Wirkung des neuen Proteins.
Voraussetzung fur diese Untersuchungen ist die Herstellung des rekombinanten Proteins in
einem Expressionssystem, das natives Protein liefert und die Entwicklung eines geeigneten

Testsystems zur Messung der neutralisierenden Wirkung von B8R.

Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde mir von Herrn Prof. Dr. Sidney Pestka aus New Jersey
und Herrn Dr. Serguei Kotenko (Department of Molecular Genetics and Microbiology von der
University of Medicine and Dentistry of New Jersey, Robert Wood Johnson Medical School,
Piscataway, New Jersey, USA) die Moglichkeit zur Herstellung von chiméren Rezeptoren
gegeben. Die Struktur-Funktionsanalyse der chiméren Rezeptoren bestehend aus einem
extrazellularen B8R Anteil und einem intrazelluldren IFNGR Anteil und die Aufklarung einer
Signaltransduktion ruckten im Laufe der Dissertation immer weiter in den Vordergrund und

bilden einen Schwerpunkt dieser Arbeit.
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2. Experimentéeler Tell

2.1 Materialien, Geréate und Reagenzien

2.1.1 Vewendete Gerate

Brutschrank (Zellkultur)

Khlzentrifugen
Imager
Pumpenanl agen

Chromatographiesystem

Ultraschall prozessor
Schttelinkubator
Spektral photometer
Sterilwerkbank
Thermocycler
Thermostat
Zentrifugen

UV Transilluminator
Sequenzierautomat
Blotapparatur
Page-Gelkammer
Agarose-Gelkammer
Netzgerat

Brutschrank CO, el ectronic, Heraeus

Centrifuge 5417R, Eppendorf

Electronic Autoradiography Instant Imager, Packard
Econo System, BioRad

Perfusion Chromatography Workstation 60,Applied Biosystems
UP 200H, Dr. Hilscher GmbH

Modell G25, New Brunswick Scientific Co

Ultrospec 3.000, Pharmacia Biotech

Gelaire, ICN Biomedicals

Peltier Thermal Cycler-200, MJ Research
Thermomixer 5436, Eppendorf

Avanti J-25, Beckman; Universal, Hettich

Minifuge RF, Heraeus

Tl 3, Biometra

ABI Prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems
Semidry Blotter, Biometra

Mini Twin, Biometra

Biometra

ECPS 500/400, Pharmacia

2.1.2 Allgemein verwendete M aterialien und Reagenzien

Steriles Kunststoffmateria
Einweg-Labormaterialien

Rontgenfilme

Feinchemikalien, Biochemica

L dsungsmittel

Nucleinsduremodifizierende Enzyme

DNA-Standard
TP ATP

Oligonukleotide, HPLC gereinigt
Protein-Mol ekul argewichtsstandard
Bakterienwachstumsmedien

Zellkulturmedien

Nitrocellulosemembran

Falcon, Nunc

Sarstedt, Eppendorf, Landgraf
BIOMAX, Kodak

AppliChem, Merck, Roth, Fluka, Riedel de Haén,
Sgma-Aldrich, Pierce
AppliChem

New England Biolabs (NEB)
New England Biolabs (NEB)
Amersham Pharmacia Biotech
TIB MolBiol

BioRad

DIFCO/Becton Dickinson
Gibco BRL

Schleicher & Schuell

spezielle Materialien und Chemikalien sind bei den einzelnen Methoden aufgefiihrt.
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2.1.3 Puffer und LGsungen

SDS-Elektrodenpuffer
Anode
25mM  TrispH 8,0
Kathode
25mM  TrispH 8,0
250mM  Glycin

SDS-Trenngd (7,5% - 15%)
12% Acrylamid/Bisacrylamid
01% SDS
375mM  TrigHCl pH 8,8
01% APS
0,05% TEMED

SDS-Sammelgel (5%)
5% Acrylamid/Bisacrylamid
01% SDS
125mM  Tris/HCI pH 6,8
0,19% APS
0,05% TEMED

Coomassie-Entfar bel6sung
40% Methanol
10% Essigsdure
50% Aquabidest

Coomassie-Far belsung
0,5% (w/v) Coomassie Brillant Blue
in Entférberl6sung aufnehmen

5x Laemmli-Puffer
250mM  TrispH 6,8
10% (w/v) SDS
10% (v/v)  B-Mercaptoethanol
0,2 % (w/v)  Bromphenolblau
50 % (w/v)  Glycerin

DNA-Probenpuffer
0,25% Bromphenol Blau
0,25% Xylene Cyanol FF
30% Glycerin
in Aqua bidest bei 4° C gelagert

PBS (Phosphat-gepufferte K ochsal zl 6sung)
150 mM  Natriumchlorid
20mM  Natriumdihydrogen-
/Dinatriumhydrogenphosphat
in Aqua bidest; pH 7,5 mit HCI eingestel It

Transfer puffer
25mM  TrispH 8,3
192mM  Glycin
20% Methanol

TAE-Puffer pH 7,4
40mM  Tris
1,0mM EDTA

0,11 % (v/v) Essigsdure

TBE-Puffer pH 8,3
125mM  Tris
40mM  Borsaure
25mM  EDTA
0,11 % (v/v) Essigsdure

TE-Puffer pH 8,0
10mM  Tris
1,0mM EDTA

TBST-Ldsung
25mM  TrisHCIpH 7,4
125mM  Natriumchlorid
50mM  Magnesiumchlorid
0,05% Tween20

AP-Puffer
100mM  TrispH 9,5
100 mM  Natriumchlorid
50mM  Magnesiumchlorid

DNA-Agar osepuffer
10% Glycerin
0,025 (w/v)  Bromphenolblau
0,025 (w/v)  Xylencyanol

2x YT Medium

31g/l 2xYT Medium
Das Medium wurde autoklaviert, entsprechende
Antibiotika wurden jeweils frisch zugesetzt.

TSS (Transformations- und L agerungs sung)
10% (w/v) PEG 6.000
5% (viv) DMSO
50mM  MgCl,
in2x YT Medium |6sen, autoklavieren

Selektivagar

129/l Agarin2x YT Medium
Nach dem Autoklavieren wurde der Agar auf
50° C temperiert, mit einer finalen
Konzentration von 100 pg/ml Antibiotika
versetzt und in Petrischal en ausgegossen.
Lagerung fur max. 3 Wochen bei 4° C
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No amount of experimentation can ever prove meright,
a single experiment can prove me wrong.
Albert Einstein

2.2  Sequenzalignment des hulFNGR1 und des Proteins B8R von Vaccinia
Virus (WR)
Die Berechnungen zum Sequenzalignment wurden mir freundlicherweise von Herrn Dr. Uwe
Dengler zur Verfigung gestellt. Als Grundlage daftir dienten die freundlicherweise von Dr.
Daniel Thiel erhaltenen vorlaufigen Strukturdaten vom IFNGRL/IFN-y Cokristall und den
Ergebnissen des Sequenzalignment mit ORF B8R ein Modell des B8R-Proteins. Vor dem
Hintergrund einer im September 2000 von Thiel et al. verdffentlichten Kristallstruktur (Thiel et
al., 2000) der extrazellularen Domane des IFNGR1 im Komplex mit dem IFN-y Dimer, wurde
von Herrn Dr. Dengler eine Uberarbeitung des erstellten Sequenzalignments vorgenommen. Die
Proteinsequenzen fir IFNGR1 und das ORF B8R-Protein stammen aus der Swiss-PrRoOT
Datenbank (Bairoch et al., 2000). Der IFNGR1 wird unter INGR_HUMAN mit der
Accession No. P15260 (Aguet et al., 1988) aufgefuhrt. Die Koordinaten des IFNGR/IFN-y-
Komplexes stammen aus der Proteindatenbank (Berman et al., 2000). Die Sequenz vom ORF
B8R hat die Bezeichnung: VB_08VACCV und die Accession No. P24770 (Howard et al., 1991,
Smith et al., 1991). Die Proteinsequenzen sind in der Datenbank Swiss-PrOT unter folgender

Annotation aufgefuhrt:

IFNGR1: Signalsequenz  AS1-17 B8R:  Signalsequenz AS1-13
ECD AS 18-245 LodlichesProtein  AS 14-272
TMD AS 246-266
ICD AS 267-489

Bei der Herstellung des Sequenzalignments wurde die Nummerierung des nativen Proteins
verwendet (d. h.: Sequenz ohne Signalpeptid). Die Nummerierung ist somit identisch mit der im
Anhang aufgefihrten Annotation der Aminosduresequenz von IFNGR1 und B8R. Die
Bearbeitung des Alignments unterteilte sich in 2 Abschnitte: Zum einen das Erstellen des
Alignments unter Beachtung des Koordinatensatzes der IFNGR1-Kristallstruktur, so wie sie von
Thiel et al. in die Proteindatenbank gestellt wurde. Zum anderen findet eine Editierung und
Uberprufung des Alignments mit verschiedenen Programmen zur Vorhersage von
Sekundérstrukturel ementen statt.
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2.3 Mikrobiologische M ethoden

2.3.1 Ve wendete Bakterienstamme

Zur Klonierung und Praparation von Plasmiden wurden verschiedene Stamme von E.coli

(Escherichia coli) K12 verwendet.

Genotyp der verwendeten E.coli Stdmme:
JM105 : thi, rpsL, endA1, sbcB15, hsdR4, A(lac-proAB), [F, traD36, proAB, lacl?ZAM15]

JM109 : thi, recAl, gyrA96, hsdR17,(r, , m*), relAl, supE44, A(lac-proAB), [F, traD36,
proAB, lacl"ZAM15]

JM110 : dam, thi, leu, dem, hsdR17,(r, , mc*), SUupE44, rpsL, lacY, galK, galT, ara, tonA, thr,
tsx, A(lac-proAB), [F, traD36, proAB, lacl"ZAM15]

HB2151 : A(lac-pro), ara, nal" thi/F (traD36, proAB, lacl?, lacZAM15)

TOP10: F, AmcrA, (mrr-hsd RMS-mcrBC), ®80lacZAM 15, AlacX 74, deoR, recAl, araD139,
A(ara-leu)7697, ga/U, ga/K, rpsL, endA1, nupG

TGL1: A(lac-pro), supE, thi, hsd, AS/F" (traD36, proAB, lacl?, lacZAM 15)

DH5a : ®80lacZAM15, endA1l, recAl, gyrA96, thi-1, hsdR17,(r,", m*), SupE44, relAl, deoR,
A(lacZzY A-argF)U169

Die Methoden zur Kultivierung und Transformation sind den Current Protocols in Molecular
Biology (Ausubel et al., 1994) entnommen. Die Bakterienstdmme wurden in autoklaviertem
2x YT Medium bel 37° C im Schittelinkubator kultiviert. Zur Selektion transformierter
Bakterienklone wurden dem Medium 100 pg/ml Ampicillin zugesetzt. Dauerkulturen wurden
angelegt, indem eine dicht gewachsene Bakterienkultur 1:1 mit sterilem Glycerin gemischt und
bei —80° C eingefroren wurde.
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2.3.2 Erzeugung kompetenter E.coli und Transformation

Eine Uber Nacht gewachsene Bakterienkultur wurde 1:100 mit 2 x Y T-Medium verdinnt und
bis zum Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase (ODgyo,m=0,4- 0,6) bei 37° C
kultiviert. Die Bakterien wurden pelletiert (5.000x g, 5min, 4° C) und in 1/10 des
ursprunglichen Volumens eiskaltem TSS resuspendiert und fir mindestens eine Stunde unter
mehrmaligem leichten Schitteln auf Eis gelagert. Die Suspension wurde sofort aliquotiert, in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80° C gelagert. Zur Transformation wurden 20 pl der
kompetenten E.coli mit 0,01 pg Plasmid-DNA oder 5pl - 20 pl Ligationsansatz (siehe
Abschnitt 2.3.4) versetzt. Der Ansatz wurde 60 min auf Eis inkubiert, 90 s auf 42° C erwarmt
und fir 2 min auf Eis abgeschreckt. Anschlief3end wurde mit 1,0 ml 2 x Y T-Medium verdinnt
und fur 60 min bei 37° C inkubiert. Es folgte ein sanfter Zentrifugationsschritt bei dem die
Bakterien sedimentiert wurden und eine anschlief3ende Resuspension in 100 pl 2 x Y T-Medium.
Der gesamte Ansatz wurde auf Selektivagar ausgestrichen und Gber Nacht bei 37° C inkubiert.
Mit der beschriebenen Methode liefken sich Transformationseffizienzen von 10° - 10’ Klone pro
1 pg Plasmid-DNA erreichen. Fir kritische Klonierungen, die hohere Effizienzen erforderten,
wurden kommerziell erhdltliche, kompetente XL-Blue von Novagen, oder Epicurian Coli® Gold

Supercompetent Cells von Stratagene verwendet und nach Herstellerangaben transformiert.

2.3.3 Plasmidpréparation aus E.coli

Fur die Gewinnung von Plasmid-DNA wurde eine geeignete Menge Selektivmedium mit
50 pl - 100 I der gewtinschten Glycerinkultur beimpft und Gber Nacht bei 37° C kultiviert.

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus bis zu 2 ml Bakteriensuspension wurde der QIAGEN
MiniPrep Plasmid Kit verwendet. Grof3ere Mengen wurden mit dem QIAGEN MidiPrep Plasmid
Kit (bis 200 ml Kulturvolumen) nach Herstellerangaben isoliert. Die Plasmid-DNA wurde
anschlief3end in einem geeigneten VVolumen 10 mM Tris-HC1 pH 8,0 gel6st. Die Ermittlung der
DNA Konzentration erfolgte durch die Bestimmung der UV Absorption im
Wellenldngenbereich von 260 nm und 280 nm. Die Konzentration liefd sich durch Multiplikation
des Absorptionswertes (A) bei 260 nm mit dem Faktor 50 (fir DNA) berechnen.

DNA-Konzentration (pg/ml) = A 260 nm x 50

Der Faktor 50 stammt von der empirischen Beobachtung, daf? bei 260 nm eine DNA-L6sung mit
einer optischen Dichte 1 eine Konzentration von 50 pg/ml hat. Die Reinheit der DNA errechnet

sich anhand des E,q/E,5-Quotienten. Fir reine DNA sollte der Wert zwischen 1,9 und 2,0
liegen.
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DNA Isolierung ausinfiziertem Kultur Gber stand

Das Kulturmedium, von mit Vaccinia Virus VR-119 infizierten und lysierten Verozellen,
enthielt neben einer grof3en Menge von Proteinen auch virale DNA. Die Phenolextraktion
(Sambrock et al., 1989) wurde angewandt, um aus proteinhaltigen Kulturlberstanden den
Proteinanteil zu entfernen. Alle Arbeitsschritte wurden bei RT durchgeftihrt. Die wassrige
DNA-Kulturlésung (500 pl) wurde nacheinander mit gleichen Volumina verschiedener
organischer Losungsmittel (Phenol/ Chloroform 1:1; Chloroform; Ether) ausgeschiittelt. Die
Falung der DNA erfolgte durch eine saure Ethanolfallung. Dabei wird zu der DNA-L 6sung das
2,5 fache Volumen einer ethanolischen Lésung bestehend aus 25 Teilen 100 % Ethanol und 1
Teil 3M Na-Acetatlésung gegeben, fur 15 min bel RT stehengelassen und anschlief3end fir
20 min zentrifugiert (Minifuge RF; 14.000 Upm). Das erhaltene Pellet wurde nach dem
Trocknen in 50 pl TE-Puffer aufgenommen und bei 4° C gelagert.

2.3.4 Ligation

Die Verknupfung zweier DNA-Molekile, die am 3'-Ende eine Hydroxyl- und am 5' Ende eine
Phosphatgruppe tragen, wie z. B. bei einer dsDNA-Ringschlufreaktion, wird u.a. durch die
T4-DNA Ligase katalysiert. Die beiden zu verknupfenden DNA-Molekile sollten dabei in
ungefahr aquimolaren Mengen vorliegen. Der Ansatz zum Einbau eines DNA-Fragmentes bis
zu einer Grof3e von ca. 1.000 bp in einen Vektor besal? folgende Grundrezeptur:

lug Vektor DNA

4pyg  DNA Insertfragment

24 10 x T4-DNA Ligasepuffer (NEB)

1yl T4-DNA Ligase (NEB) (1ul = 2.000 U)
12 Aquabidest

Im Vorfeld der Ligation wurden beide DNA Fragmente fur 5 min bei 65° C inkubiert, um eine
eventuelle lockere Anlagerung der jeweiligen Enden aufzuheben. Der Ansatz wurde Uber Nacht
bei 15° C inkubiert, durch 10 minutiges Erhitzen auf 65° C von Ligaseaktivitét befreit und zur
Transformation eingesetzt.
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2.3.5 Préparative PCR und Klonierungstechniken

Die PCR (Polymerase-chain-reaction) stellt eine in vitro Methode zur exponentiellen
Vervielfaltigung einer bestimmten DNA-Zielsequenz dar. Dies wird durch den wiederholten
Ablauf von definierten Zyklen erreicht (DNA-Denaturierung - Primer-Annealing - Elongation).
Die Entdeckung der PCR durch Kary B. Mullis (Mullis et al., 1987) und die Umsetzung (Saiki
et al.,, 1988) gilt als revolutiondrer Schritt innerhalb der noch jungen Disziplin der
Molekularbiologie.

Samtliche PCR-Amplifikationen wurden mit der Pwo-(Pyrococcus woesel) DNA-Polymerase
von Roche und den DNA-Primern von TIB-MOLBIOL vorgenommen. Das Endvolumen einer
praparativen PCR betrug im allgemeinen 100 pl.

Samtliche Mutationsamplifikationen wurden nach einem in unserem Labor entwickelten
MID-PCR Protokoll durchgeftihrt. Dieses MID-PCR Verfahren (M utation-1 nsertion-Deletion)
stellt eine verbesserte und zeitlich verkirzte Site Directed Mutagenesis PCR dar. Grundprinzip
dieser MID-PCR ist die Amplifikation des gesamten Plasmides unter Einfuhrung der Mutation,
Deletion oder Insertion durch die Primer. Die eingesetzte DNA-Templatekonzentration ist in
diesem Fall sehr grofl3. Damit will man eine durch die Amplifikation hervorgerufene ungewollte
Mutationen moglichst gering halten. Die eingesetzten Primerpaare sind so gewahlt, dal? die
linearisierten DNA-Amplifikate nach Modifizierung der Nukleinséure mit ihrem 5 -Ende des

einen Stranges exakt an das 5" -Ende des jeweiligen anderen Primers passen.

Mutation Deletion Insertion

e
Strang W

.
S —

S— —»/

\4:,farbe/tung und Ligatio /
Nach der Ligation liegt in allen

drei Féllen, je nach Wahl des

Primers, ein verandertes :c,

double strand Plasmid vor

\

minus A
Strang N . -
PCR
A A
S —
\ y

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der MID-PCR.




MATERIAL UND METHODEN 35

Zahl der Zyklen Zeitins | Temperatur °C Prozel3
1 240 95 initiale Denaturierung
11 45 95 Schmelzen
60 45 Annealing
600 68 Elongation
800 68 finale Elongation
oo 4 Lagerung

Tabelle 2.1: Temperaturprogramm fiir eine M1D-PCR.

2.3.6 Konstruktion von Expressionsplasmiden

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vaccinia Virus Protein im ORF B8R in prokaryontischen
Zellen in Form von His-Tag- und Strep-Tagll-Fusionsprotein (Schmidt et al., 1996) exprimiert.
Hierfur wurden das pKK233-3 Expressionsplasmid sowie der pTrcHis B Xpress Vektor
(Invitrogen) verwendet. Das Strep-Tag Il System stammt von der Firma Institut fur Bioanalytik
(IBA) und wurde in den pTrcHis B Vektor eingebracht. Zum Teil wurden an den angegebenen
Vektoren zur Optimierung der Proteinexpression geringfigige Mutationen im Bereich des
Fusionanteils durchgefihrt (siehe Abschnitt 3.3).

BamHI Hindlll

Nhel

. . /
pTrcHis fw Primer Xpress AB Eritop

Bglll  [BstBI

pTrcHis rv Primer

30 400
Tre promotor |5¢ oierator RBS  mini cistron Xhol Kpnl

\
His-tag EK Restriction Pstl EcoRI

%
S %
£((s pTrcHisB .\\3
3 4404 bp -
s\\& INVITROGEN (/%

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Expressionsplasmides pTrcHis B.
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2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese und Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Visualisierung und Aufreinigung von Nukleinsdure-Fragmenten erfolgte durch Auftrennung
der Proben in einer Flachbett-Agarose-Gel el ektrophorese. Je nach Grof3e der zu untersuchenden
DNA-Fragmente wurde 0,7 % bis 1,5 % (w/v) Agarose in TBE-Puffer durch Erhitzen auf 80° C
bis 90° C gel6st. Nach dem Giefen und Abkihlen des Gels wurden die Proben mit
1/10 Volumen 10 x DNA-Auftragspuffer gemischt und aufgetragen. Zur Grof3enbestimmung der
DNA-Fragmente dienten folgende Nukleinsdurestandards: Lambda DNA nach BStE 11 Verdau
mit 14 Nukleinsdurefragmenten von 117 bp — 8.445 bp und ¢$X174 DNA nach Hae Ill Verdau
mit 11 DNA-Fragmenten der Lénge 72 bp — 1.153 bp. Die Elektrophorese erfolgte in TBE-
Puffer bei RT und einer konstanten Spannung von 100 V. Fir alle analytischen und praparativen
Gele wurden die Nukleinsdurebanden mit dem intercalierenden Farbstoff Ethidiumbromid
angefarbt. Dazu wurden die Gele fir mindestens 15 min unter leichtem Schitteln in 0,1 % (w/v)
Ethidiumbromid in TBE geféarbt.

2.3.8 Sequenzierung

Die Identitdt und Integritét der klonierten Expressionsplasmide wurde durch Sequenzierung des
Inserts verifiziert. Daflr wurde das Big Dye Terminator Cycle Sequenzierkit (ABI PRISM Big
Dye Ready Reaction Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) verwendet, das
nach einer modifizierten Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) die DNA-
Fragmente in einer Sequenzier-PCR erzeugt.

In einer Polymerasekettenreaktion mit einem Gen- oder Vektorprimer werden bei der
Amplifikation des Gens Fluorophor-gekoppelte Didesoxy-Nukleosidtriphosphate (ddNTP)
statistisch mit eingefugt, die zum Kettenabbruch und zur gleichzeitigen Markierung der
synthetisierten PCR-Fragmente fiihren. Da die vier verschiedenen ddNTP mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, reicht ein Reaktionsansatz zur Sequenzierung aler vier

Basen aus.

Sequenzier ansatz:
24 Ready Reaction Premix
0,25ug Plasmid-DNA
5pmol  Primer
ad20 W Aquabidest
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Die Sequenzierreaktion wurde im Thermocycler mit folgendem Temperaturprogramm

durchgefuhrt.
Zahl der Zyklen Zeit Temperatur Prozef3
105 +2° Cls Temperaturrampe
96° C Denaturierung
-2°Cls Temperaturrampe
25 50s ;
50°C Annealing
+2° Cls Temperaturrampe
240 s .
60° C Elongation
1 -2°Cls Temperaturrampe
4°C Lagerung

Tabelle 2.2: Temperaturprogramm fur das Sequenzierprotokoll Cycle IPF.

Anschlief3end wurde die DNA durch Ethanolfallung aufgereinigt, in Sequenzierpuffer (Template

Suppression Reagent) aufgenommen und denaturiert (2 min, 95° C, abschrecken auf Eis).

Die Analyse der entstandenen fluoreszierenden DNA-Fragmente erfolgte durch Kapillar-

Gelelektrophorese im ABI Prism 310 Genetic Analyzer und anschlief3ender Auswertung des

Elektrospherogramms mit Hilfe der Software (ABI Prism Sequencing 2.1.1, Perkin Elmer).

2.4 Prokaryontische Proteinexpression

2.4.1 Fermentation

Die Expression von rekombinantem B8R erfolgte, wenn Zellmengen grof3er als 3 g bendtigt
wurden, im thermostatierbaren Schittelinkubator (350 Upm) bei 37° C. Jeweils500 ml 2x YT
Medium (100 pg Ampicillin/ml) wurden in 2 | Kolben gegeben und 1:50 mit einer

Ubernachtkultur angeimpft. Das B8R Gen stand im Expressionsplasmid unter der Kontrolle des

trc-Promotors. Auf dem Plasmid befand sich zusétzlich noch das Gen lacl®, das fir das lac-

Repressor Protein codiert. Bei einer optischen Dichte ODgy,,,, von 0,5 - 0,6 wurde durch Zugabe

des Lactoseanalogons IPTG in einer finalen Konzentration von 1 mM die Produktion des

Proteins durch Derepression induziert. Die Fermentation wurde nach ca. 4 Stunden oder

Erreichen einer konstanten ODgy,.,, beendet. Anschliefend wurden die Bakterien durch

Zentrifugation (JA14; 6.000 Upm) geerntet. Bis zur Aufarbeitung wurden die vereinigten

Bakterienpellets bel -20° C gelagert.
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2.4.2 Aufschlufd der E.coli durch Ultraschallbehandlung

Bei der Produktion von rekombinanten Proteinen in prokaryontischen Systemen kann das
erzeugte Protein entweder "l6slich” oder aber auf Grund der hohen Proteinexpressionsraten in
Form von unl6slichen, nicht kristallinen Aggregaten (Inclusion bodies) im Cytoplasma
vorliegen. Zur Gewinnung von |6slich exprimierten Proteinen wurde das Bakterienpellet einmal
mit PBS gewaschen und anschlief3end ftr 20 min in 40 ml Lysepuffer (50 mM Tris pH 8,0;
10 mM EDTA; 0,1 % (w/v) Lysozym) bei 37° C unter leichtem Schwenken inkubiert. Es schlof3
sich eine Ultraschallbehandlung (6 x 30 s) auf Eis an.

Sollte Protein, das sich in Einschluf3kdrperchen (Inclusion bodies) befand gewonnen werden, so
wurde das gewaschene Pellet in einem chaotropen Reagenz, wie z. B. 6 M Harnstoff oder
6 M Guanidiniumhydrochlorid pH 7,5 in NaPP, aufgenommen und der Ultraschallbehandlung
(6 x 30 s) auf Eis unterzogen. Die Suspension wurde im Anschluf3 in 30 ml Corexréhrchen
Uberfihrt. Die festen Bestandteile wurden in einem 20-mindtigen Zentrifugationsschritt im
Rotor JS13.1 bei 10.000 Upm pelletiert. Der Uberstand wurde fiir den darauffolgenden
Chromatographieschritt dekantiert und bei 4° C gelagert; die festen Bestandteile wurden

verworfen.

2.4.3 Renaturierungsuntersuchungen

Der Einsatz von chaotropen Reagenzien gilt als obligates Mittel fur den Aufschlul® von
Inclusion bodies. Die Nachteile dieser Methode zur Gewinnung von Proteinen liegen im
darauffolgenden Renaturierungsschritt. Durch das chaotrope Reagenz wurden sémtliche
Proteine in ihrer raumlichen Struktur denaturiert. Die Wiederherstellung der nativen
Proteinstruktur gilt als zwingende V oraussetzung fir ein biologisch aktives Protein.

Die Renaturierung des durch 6 M GdnHCI geldsten Proteins nach dem ersten
Chromatographieschritt mit der ProBond™ Resin S&ule wurde durch zwei erschdpfende
Renaturierungsdialysen vorgenommen. Dazu wurde das Eluat in Dialyseschlauche mit einer
Ausschluf3grofie von 15 kDa gegeben und in zwei Schritten fur je 24 Stunden bel 4° C gegen
zwel Renaturierungsldsungen dialysiert. Nach Abschlufd der Dialyse wurde das ausgefallene
Protein durch Zentrifugation entfernt (JA25.5; 10.000 Upm). Der klare Uberstand wurde
dekantiert und es schlof? sich der zweite Chromatographieschritt an.

Eine weitere Mdglichkeit zur Renaturierung des in 6 M GdnHCI gel6sten Proteins boten zwei
Verdiinnungsschritte mit den Renaturierungsldsungen. Unter leichtem Ruhren wurde die klare

Losung aus Abschnitt 2.4.2 mit 3fachem Volumen eiskalter Renaturierungsiésung 11 versetzt.
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Die Zugabe der Pufferl6sung wurde mit nicht mehr als 5 ml/min durchgefihrt. Anschlief3end
wurde die Losung weitere 30 min auf Eis leicht geschittelt. Protein, das in dieser ersten
Renaturierungphase ausgefallen war, wurde durch Zentrifugation abgetrennt und verworfen. In
einem zweiten Renaturierungsschritt wurde die Losung nochmals um den Faktor 15 mit NaPP
verdunnt. Die Endkonzentration an GdnHCI in der verbleibenden L6sung betrug 100 mM. Nach
einstindiger Inkubation auf Eis wurden die ausgefallenen Proteine abzentrifugiert. Im Anschluf3

wurde der Uberstand direkt in den ersten Chromatographieschritt eingesetzt.

Renaturierungslésung |

01M Tris pH 9,0
10% Glycerin
100 U/ml  Aprotinin
5mg/ll PMSF

Renaturierungslosung 11

20mM  NaPP pH 7,5
100 U/ml  Aprotinin
5mg/ll PMSF

2.5 Proteinchemische M ethoden

2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Eine quantitative Messung der Proteinkonzentration in L&sungen wurde nach der Methode von
Bradford (Bradford, 1976) gemacht. Diese Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffes
Coomassie Brillant Blue G 250 an Proteine in Losung. Als Standard dienten Verdiinnungen von
BSA in PBS. Die Auswertung erfolgte am Spektralphotometer bei einer Wellenlange von
595 nm. Proteinkonzentrationen im Bereich von 1 pg - 20 pug Protein/ml weisen eine direkte
Proportionalitdt zwischen Konzentration und Extinktion auf. Der Mikroassay (1 ml Volumen)

wurde als Fertiglésung von BioRad bezogen.

2.5.2 SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese

Die Trennung von Proteingemischen erfolgte in einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Die Proben wurden zunéachst
durch Erhitzen in Laemmli-Puffer (5 min, 95° C) denaturiert und anschlief?end in einem
Polyacrylamidgel (7,5 % - 15 %) getrennt. Zur GroRBenbestimmung wurden

Mol ekulargewichtsmarker verwendet.
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In einer horizontalen Elektrophoresekammer wurde zunéchst das Trenngel gegossen. Nach dem
Auspolymerisieren wurde ein 5 %iges Sammelgel Uberschichtet, in dem die Probentaschen
enthalten waren. Die Elektrophorese erfolgte in Elektrodenpuffer bei Stromstérken von 15 mA
im Sammelgel und 25 mA im Trenngel.

Anschlie3end wurden die Gele entweder zur Westernblotanalyse verwendet oder angeférbt.
Dazu wurden die Gele fur mindestens 60 min in Coomassie-Farbel6sung geschwenkt und
anschlieend in Entférbeldsung entfarbt (1-2 Stunden). Sollte das Gel einer Silberfarbung

unterzogen werden, so schlofd sich an dieser Stelle das entsprechende Protokoll an.

2.5.3 Silberfarbung

Die Silberfarbung zeichnet sich durch eine hohe Proteinsensitivitéat aus und ist daher geeignet
fur den Nachweis von geringen Proteinkonzentrationen im Bereich von 50 ng. Aus Griinden der
Ubersicht werden die einzelnen Arbeitsschritte tabellarisch mit Angabe von Konzentration und
Behandlungsdauer aufgelistet.

Schritt Vorgang L dsungen und Chemikalien Zeit

1 Fixieren Fixierl6sung (50 % Methanol;12 % Eisessig) 1 Std. oder tber Nacht

2. Waschen 50 % Ethanol 3x20min

3. Vorbehandlung Na,S,0; (0,4 g/1)(0,2 g ad 500 ml) 1 min

4 Waschen Wasser 3x20s

1 ml 25 % Silbernitratl 6sung
5. Imprégnieren Formaldehyd (37 %) 0,75 ml/I mind. 20 min
(0,25 g AgNO; ad 100 ml + 75 pl Formaldehyd)

6. Waschen Wasser 3x20s
Na,CO; (60 g/1)(6 g ad 100 ml)

7. Entwickeln Formaldehyd (37 %) 0,5 ml/| 1 bis10 min
N&aS,0; 2 ml von obiger Lsg.

8. Waschen Wasser 2x20s

9. Stoppen Stopldsung (50 % Methanol;12 % Eisessig) mind. 10 min

10. Waschen 50 % Methanol 30 min

11. Waschen 30 % Methanol 1 Std. oder tber Nacht

Tabelle 2.3: Protokoll zur Silbergelfarbung.
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Die silbergefarbten Gele wurden nach dem letzten Waschschritt fir 60 min in einer 20 %igen
Glycerinlosung inkubiert und anschlief3end im Geltrockner auf einem Whatmanfilterpapier
getrocknet. In diesem Zustand war das Gel unbegrenzt haltbar und konnte zu
Dokumentationszwecken photographiert oder gescannt werden.

2.5.4 Chromatographische Methoden

Zur Reindarstellung des B8R-Fusionsproteins wurden unten aufgefiihrte chromatographische
Saulenmaterialien verwendet. Die Aufreinigung Uber die POROS Materialien erfolgte an der
BioCAD™ Anlage von PerSeptive Biosystem bei einem Druck von 20-50 bar. Wurde eine
Saulenmatrix verwendet, die nur bei einem kontinuierlichen Druck von 2-3 bar bedient werden
konnte, so wurden die Proteine mit dem Econo-Chromatographiesystem von BioRad
aufgereinigt.

Verwendete chromatogr aphische Saulenmaterialien

ProBond™ Resin Invitrogen

Ni-NTA Superflow Qiagen

POROS Perfusion Chromatography Per Septive Biosystems
StrepTactin Affinitatsmatrix Institut fur Bioanalytik IBA
Bio-Select Columns™ SEC-125 Column Biorad

2.5.5 Western Blot (Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran)

Als Western Blot wird der Transfer von im Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennten
Proteinen auf eine Tréagermembran und die anschlief3ende immunchemische Detektion
bezeichnet. Auf der Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schill) sind die Proteine gut fur die
verschiedenen analytischen Methoden zuganglich. Zwei Verfahren haben sich zum Transfer von
gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf Trégermaterial durchgesetzt: Tank Blotting
und das hier durchgefihrte Semi Dry Blotting. Dabei wird Whatman-Filterpapier, das Gel und
die Membran in Transferpuffer aquilibriert und anschlief3end als "Sandwich" in die

Blotapparatur gestapelt.
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Abbildung 2.3: Aufbau des Semi Dry Blotsandwich.

~~SDS-Polyacrylamidgel

\Filterpapier

Der Proteintransfer erfolgte bei einer konstanten Stromstarke von 2 mA/cm? bei RT fiir 30 min.

Alle Arbeitsschritte des immunchemischen Nachweisverfahrens wurden bei RT durchgefihrt.

Zuerst wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran durch 5 % (w/v)
Milchpulver oder 2 % BSA in TBST fur 60 min abgeséttigt. Der Blot wurde dreimal mit TBST
gewaschen. Der Priméarantikorper (verwendete Antikorper siehe Tabelle 2.4) wurde in TBST
verdunnt (1:500 bis 1:5.000) und der Blot unter Schwenken fir 60 min mit dem Antikorper
inkubiert. Danach wurde dreimal fir 5 min mit 20 ml TBST gewaschen. Anschlief3end wurde

der Blot mit einem alkalische Phosphatase konjugiertem sekundaren Antikorper fir 60 min

unter Schitteln inkubiert. Es schloss sich eine dreimalige Waschung des Blots mit 20 ml TBST

an. Zur pH-Aquilibrierung des Blots wurde dieser einmal mit 20 ml AP-Puffer gewaschen. Die
Féarbereaktion wurde mit NBT/BCIP-Farbel6sung (Roche) in AP-Puffer durchgefihrt. Durch
mehrmaliges Waschen mit Wasser wurde die Farbereaktion beendet. Die Blots wurden zur

Dokumentation fotografiert und danach getrocknet.

Primare Antikorper:

Anti-Xpress™ -Antibody Mouse 1gG1 Invitrogen

Erkennungssequenz: Asp-Leu-Tyr-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys

QlAexpress RGS His Antibody .

L Mouse IgG1 Qiagen

Erkennungssequenz: Arg-Gly-Ser-His-His-His-His

QI Aexpress Penta His Antibody .
L Mouse IgG1 Qiagen

Erkennungssequenz: His-His-His-His-His

QlAexpress Tetra His Antibody .
L Mouse IgG1 Qiagen

Erkennungssequenz: His-His-His-His

Sekundére Antikor per:

Anti Mouse IgG (H+L) alkalische Phosphatase konjugiert Goat 1gG Promega

Tabelle 2.4: Im Westernblot verwendete Antikorper mit Angabe von Hersteller und AK-Typ.
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2.5.6 |IFN-yneutralisierender Assay

Bei dem IFN-y neutralisierenden Assay handelt es sich um ein in vivo-Testsystem zur
Identifizierung von IFN-y inhibierenden Proteinen. Der Assay basiert technisch auf dem in
unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten antiviralen Assay.

Interferone haben antivirale Eigenschaften. Sie schiitzen Zellen vor dem Eindringen der Viren
und deren cytopathischem Effekt. Der antivirale Assay stellt ein Modellsystem dar, in dem die
spezifische biologische Aktivitéat von Interferonen untersucht werden kann. Nach Richtlinien der
WHO (World Health Organization) ist eine Konzentration von 1 U/ml IFN-y vorhanden, wenn
innerhalb der Kultur 50 % aller Zellen nach Inkubation mit einem viralen Pathogen Uberleben.
Nach dieser Definition konnte der in unserem Labor hergestellten rhulFN-y Probe eine

spezifische Aktivitat von 2 x 10" U/mg zugeordnet werden.

Der Viroceptor B8R besitzt die Potenz mit hoher Affinitat an IFN-y zu binden. Zur Bestimmung
der biologischen Aktivitét verschiedener B8R-Proben wurde im Rahmen dieser Dissertation der
IFN-y neutralisierende Assay entwickelt. In ihm wird die neutralisierende Wirkung von B8R auf
IFN-y untersucht. Dazu wurden humane epitheliale Lungenkarzinomzellen A549 (ATCC:
CCL-185) auf einen Titer von 3 x 10° Zellen/ml RPMI + 10 % (v/v) FCS eingestellt und je
100 pl dieser Losung wurden pro Well in eine 96 Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Nach ca
24-stiindiger Inkubation bei 37° C und 6,5 % CO, Atmosphére hatte sich ein geschlossener
Monolayer gebildet.

Die auf ihre biologische Aktivitét hin zu untersuchenden B8R Proben wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von rhul FN-y (0,01 - 10.000 U/ml) in gleichen Volumenverhdtnissen fir 1h
inkubiert (Inkubationsplatte) und anschlief3end auf die Mikrotiterplatte mit dem A549
Monolayer (Proliferationsplatte) Ubertragen. Auf der Proliferationsplatte soll freies, nicht an
B8R gebundenes rhul FN-y seine antivirale Wirkung auf die A549 Zellen ausiiben. Nach 60 min
Inkubation bei 37° C wurde die Platte abgeschlagen und die Virusldsung
(Encephalomyocarditis-Virus, EMC) hinzugegeben. Der Virustiter war empirisch bestimmt, daf
nach einer 18-bis 22-stiindigen Inkubation die nicht mit IFN-y geschitzten Zellen vollstéandig
lysiert waren. Zur Kontrolle wurden auf jeder Mikrotiterplatte eine Zell-Vitalkontrolle, eine
Viruskontrolle und eine 1FN-y Standardkontrolle mit angelegt. Die Auswertung der Platte
erfolgte nach Farbung der nicht lysierten Zellen mit Kristallviolett 0,1 % (w/v). Von jedem
Mef3wert wurden mindestens drei Parallelbestimmungen durchgefihrt.
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2.6 Bindungsnachweisdurch radioaktives | FN-y

2.6.1 Radioaktives markieren von |FN-y

Durch die radioaktive Markierung von IFN-y mit **P wurde das Bindungsvermdgen von B8R an
IFN-y von verschiedenen Spezies untersucht. Das Protokoll (Mariano et al., 1995) zur
Markierung von IFN-y wurde bei unserem Kooperationspartner Prof. Dr. Pestka in den USA
entwickelt und zeichnet sich durch sehr hohe Markierungsausbeuten aus. Dabel macht man sich
eine am IFN-y Protein vorhandene Sequenz zu nutze, an welche die cAMP abhangige Protein
Kinase C eine Phosphorylierung ausfuihren kann. Die Phosphorylierung hat keinen Einfluf auf
die biologische Aktivitat der verschiedenen Interferone. In allen Fallen wird jeweils die
Aminosaure Serin phosphoryliert. Bei mulFN-y und rat |FN-y existiert nur ein Serinrest, der
phosphoryliert werden kann, wohingegen es bei hul FN-y zwel Phosphorylierungsstellen gibt.

Es wurden zur Bestimmung der Bindungsfahigkeit von verschiedenen B8R Proben rhul FN-y ,
rrat IFN-y , sowie rmul FN-y radioaktiv markiert. Das rhul FN-y stammt aus Préparationen aus
unserer Abteilung, das rrat IFN-y wurde von der Firma PeproTechLTD bezogen und das
rmul FN-y wurde von R& D Systems bezogen.

Jeweils 1 pg Protein wurde bei 30° C furr 60 min mit 0,25 mCi [y-**PJATP und 30 Units von der
katalytischen Untereinheit der cAMP abhéngigen Protein Kinase gemischt. Das
Reaktionsvolumen von 60 pl enthielt zusétzlich noch 20 mM Tris, pH 7,4, 100 mM NaCl,
12 mM MgCl, sowie 1 mM DTT. Im Anschlufd an die 60 minttige Labelingphase wurde die
L6sung mit 500 pl kalter BSA Ldsung (5 mg/ml), diein 10 mM Na-Pyrophosphatl ésung pH 6,7
gelost war, versetzt. Na-Pyrophosphat wird zur Inhibierung einer mdglichen
Dephosphorylierung verwendet. Der gesamte Ansatz wird anschlief3end in Dialyseschlauche
gegeben und bei 4° C erschopfend gegen 10 mM Na-Pyrophosphatpuffer pH 6,7 dialysiert.
Nach dem letzten Dialyseschritt wurden der Ansétze in kleine Aliquote gesplittet und zur

weiteren Verarbeitung bei -20 ° C gelagert.

2.6.2 Crosslinking Experimente und Gel-Shift Assay

Unterschiedliche B8R Proben wurden mit den verschiedenen radioaktiv markierten Interferonen
der drei Spezies (human, murin, rat) fir mindestens 60 min bei 37° C inkubiert. Alle 15 min
wurden die Ansétze sanft geschittelt. Die kovalente Crosslinking Reaktion wurde durch Zugabe
von Disuccinimidyl suberate (DSS) (Pierce), das in DM SO geldst vorlag, in einer finalen
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Konzentration von 0,5 mM initiiert. Die Proben wurden fur 20 min auf Eis gelagert,
anschlief3end wurde durch Zugabe von Tris-HCI in einer finalen Konzentration von 20 mM die
Crosslinking Reaktion gestoppt.

Die Analyse erfolgte mittels des SDS-PAGE Gel-Shift Assays und anschlief3ender Auswertung
des Gels durch autoradiographische Farbung. Dazu wurde das Gel je nach Intensitdt der
Strahlung fur 1 bis 24 Stunden bei —70° C in Filmkassetten auf Kodak BIOMAX Filmen gelegt
und anschlielfend entwickelt. Zur Quantifizierung der **P-Radioaktivitat der Gele, diente ein
v-Zahlgerat des Modells Instant Imager der Firma Packard.

2.7  Durchfluf3zytometrische M essung

Die Messung von MHC-Klasse-I Oberflachenprotein auf den CHO 16/9 und den CHO Q21
Zellen nach Induktion durch IFN-y wurde nach dem Protokoll vom Muthukumaran et al.
(Muthukumaran et al., 1996) durchgefihrt. Die CHO Zellen mit den chimdren BSR/IFNGR
Rezeptoren wurden fur drel Tage mit 1.000 U/ml IFN vy inkubiert und anschlief3end durch eine
EDTA-haltige LOsung aus der Flasche geerntet. Die MHC-Klasse-I Oberflachenproteine wurden
durch einen monoklonalen mouse anti-huMHC-Klasse-1 Antikorper detektiert. Als sekundérer
Antikorper diente ein FITC konjugiertes Ziege anti-mouse 1gG (Sgma). Anschlief3end wurden
die markierten Zellen im FACS (Coulter Epics Profile) mit einem 15 mW Argon Laser bei
488 nm vermessen. Jeweils 10.000 Zellen einer Probe wurden analysiert und mit der Software

"Cytologic" ausgewertet.

2.8 Amplifikation des ORF B8R von Vaccinia Virus aus Vero-
Zellkultur tber stand
Die Isolierung und Klonierung des ORF B8R aus Vaccinia Virus, Stamm: Western Reserve
(WR); VR-119 (Ausgangskultur bezogen von ATCC, Manassas, USA) wurde mit Primern
durchgefuhrt, welche aus der veréffentlichten Nukleinséuresequenz (Goebel et al., 1990) und
der Sequenz aus der EXPASy Molecular Biology Datenbank (Accession No. P24770) abgel eitet
wurden. Die virale DNA wurde wie unter 2.3.4 beschrieben gewonnen. Zur Reindarstellung des
ORF B8R wurden zwei Primer generiert, die eine exakte Amplifikation des Gens ermdglichten.
Die Primer wurden so gewahlt, dal3 jeweils Start bzw. Stopcodon des Gens den

Amplifikationsbereich eingrenzen.
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B8R Primer forward:

Start
5 ATG AGA TAT ATT ATAATTCTC GC 3

B8R Primer revers:

Stop
5 TTATGAATATTT AGT CAAGTTAAGC 3

Erstamplifikation des ORF B8R wurden mit folgender Rezeptur durchgefihrt. Dabei wurde die

MgSO, Konzentration in verschiedenen Ansatzen variabel gestaltet.

0,5l

100 pmol

100 pmol
2mM - 8 mM
250 uM

2 ul

ad 20

phenolgeféllte virale DNA
B8R Primer forward

B8R Primer reverse
MgSO,

Nucleotid-Mix

Pwo Puffer

Aqua bidest

Fur die darauffolgende préparative Amplifikation des Gens und zur weiteren Klonierung in zwei

verschiedene Expressionsplasmide wurde jeweils 1 pl der DNA verwendet, welche in der

Erstamplifikation gewonnen wurde. Desweiteren wurden Primer verwendet, die jeweils eine

Restriktionsschnittstelle 5 bzw. 3" Terminal vom B8R-Gen einfligen.

Primer: BSR BamH | fw

5'Ph - AAA TAA CAA AGG ATC CCATGA GAT ATATTATAATICT 3°

Primer: BSR Hind Il rev

BamH |

Hind 11l

5'Ph - ATT AAT AAAAAG CTT TTATGAATATTT AGT CAAGTTA 3
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1l

100 pmol
100 pmol
4 mM
250 uM
0

ad 100

Erstamplifikationsprodukt
B8R BamH | fw

B8R Hind Il rv

MgSO,

Nucleotide

PCR Puffer

Aqua bidest

Das Protokoll zur Amplifizierung von kurzen DNA Fragmenten (bis ca. 1.000 bp) wurde von

Carmen Villmann im Jahre 1994 im Rahmen ihrer Diplomarbeit entwickelt (Villmann, 1994).

Zahl der Zyklen Zeitins Temperatur ° C Prozefd
90 95 Denaturierung
5 30 20 Annealing
300 72 Elongation
90 95 Schmelzen
25 120 50 Annealing
300 72 Elongation
90 95 Schmelzen
1 120 50 Annealing
600 72 finale Elongation
1 oo 4 Lagerung

Tabelle 2.5: Temperaturprogramm fir die Amplifikation von ORF B8R.

Das ORF B8R von Vaccinia Virus wurde in die Expressionsplasmide pKK233-2 von
Pharmacia und pTrcHis B von Invitrogen kloniert.

Dazu wurden das amplifizierte Gen wie auch der Vektor in einem Doppelrestriktionsverdau fur
die anschlief3ende Ligierung vorbereitet.

2.9 Konstruktion der chiméren Rezeptoren

2.9.1 Klonierungsstrategie

Zur Herstellung der chiméren Rezeptorkonstrukte wurde mir von unserem Kooperationspartner
Dr. S. Kotenko aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. S. Pestka aus Piscataway, New
Jersey, USA, die cDNA der beiden IFN-y Rezeptorketten IFNGR1 und IFNGR2
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grof3zugigerweise zur Verfugung gestellt. Die cDNA-Fragmente wurden tber PCR modifiziert

und in die entsprechenden Expressionsplasmide fir eine spétere Transfektion in CHO Zellen

kloniert.

Folgende Plasmide wurden zur Herstellung der chiméren Rezeptoren verwendet:

Ausgangsplasmide
pcDNA IFNGR1

pcDEF3 TF/IFNGR1

pcDEF3 IFNGR2

pTrcHisB B8R

Zwischenprodukt
pcDEF3 IFNGR1

pcDEF3 B8R/INFGR1

pcDEF3 B8R/TF/GR1

Zielplasmide
pcDEF B8R*/IFNGR1

pcDEF3 B8R/GR1

pcDEF3 B8R/IFNGR2

Eukaryontischer Klonierungsvektor von Invitrogen mit der cDNA fir hulFNGR1.

Eukaryontischer Klonierungs- und Expressionsvektor mit Tissue Faktor (TF),
Transmembraner Doméne (TMD) mit WLA-Motiv und Intrazellulére Doméne (ICD)
vom IFNGRL1.

Eukaryontischer Klonierungs- und Expressionsvektor mit der cDNA fur IFNGR2.
Mutation in TMD durch Einfiigung von WLA Motiv.

Prokaryontischer Expressionsvektor fir His Tag Fusionsproteine von Invitrogen mit der
cDNA fur ORF B8R von Vaccinia Virus VR-119 (Western Reserve).

Eukaryontischer Klonierungsvektor aus Vektor pcDEF3 TF/IFNGR1 und Insert
pcDNA3 IFNGR1 Uber die Restriktionsstellen BamH | und Xba | kloniert.

Eukaryontischer Expressionsvektor kloniert aus pcDEF3 IFNGR1 und dem B8R PCR-
Amplifikationsprodukt, dasin die BamH | Schnittstelle einkloniert wurde.

Eukaryontischer Expressionsvektor kloniert aus pcDEF3 TF/GR1 und dem B8R PCR-
Amplifikationsprodukt, dasin die BamH | Schnittstelle einkloniert wurde.

Eukaryontischer Expressionsvektor, der aus dem Vektor pcDEF3 B8R/IFNGR1 durch
PCR Amplifikation hervorgegangen ist.

Eukaryontischer Expressionsvektor, der aus dem Vektor pcDEF3 B8R/TF/GR1 durch
PCR Amplifikation nach der MID-PCR Methode entwickelt wurde.

Eukaryontischer Expressionsvektor, der aus dem Vektor pcDEF3 IFNGR2 und dem
Insert von pcDEF3 B8R/GR1, das Uber die Restriktionsstellen Kpnl und Nhel einkloniert

wurde.

Die Konstruktion und die Wege der Bearbeitung sind in Abschnitt 3.6 dokumentiert.




MATERIAL UND METHODEN 49

2.10 Zdlkultur

2.10.1 Verwendete eukaryontische Zéllinien

A549 (ATCC: CCL-185)
Humane epitheliale Lungencarcinomazellinie (Homo sapiens, Caucasian).

L929 (ATCC: CCL-1)

Murine Fibroblastenzellinie (Mus Musculus).

Vero (ATCC: CCL-81)
Epitheliale Nierenzellinie aus der Afrikanischer Griiner Meerkatze (Cer copithecus aethiops).

Vaccinia Virus WR (ATCC: VR-119 Western Reserve) (Taxonomy: Viruses; dsDNA viruses,
no RNA stage; Poxvirida; Orthopoxvirus).

CHO-DUK X-B11 (dhfr)-Zellen (DSMZ; Nr. DSM ACC126)
Ovarialzellinie aus chinesischem Hamster.

CHO-B7 entstammt der CHO Linie CHO-K1(ATCC: CCL-61), in die das Gen fur das humane
HLA-B7 transfiziert wurde.

CHO 16-9 ist eine somatische Hybridzellinie, hervorgegangen aus der CHO Linie CHO-K1
(ATCC: CCL-61), in die der lange Arm vom humanen Chromosom 6 (enthalt das IFNGR1 Gen)
trandoziert und das Gen HLA-B7 transfiziert wurde (Soh et al., 1993).

CHO Q21 ist eine somatische Hybridzellinie, hervorgegangen aus der CHO Linie CHO-K1
(ATCC: CCL-61), in die eine 1-3 Mb grof3e Region vom Chromosom 21 (enth&lt das IFNGR2
Gen) transloziert und das Gen HLA-B7 transfiziert wurde (Cook J. R. et al., 1994, Langer J. A.
et al., 1990, Soh et al., 1993).

Allein der Zellkultur verwendeten Medien wurden von Life Technol ogiesbezogen.
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2.10.2 Kultivierung von A549; L 929, Vero und CHO-Zéllen

Alle Zellinien wurden bei 37° C, 5% CO, und hoher Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert.
Zur Zellzéhlung wurde eine Probe der Zellsuspension im Verhdtnis 1+1 mit Trypanblaul 6sung
(8,8 % in PBS) gemischt und mit Hilfe einer Neubauer-Kammer im Lichtmikroskop ausgezahlt.
Trypanblau dringt durch die Zellmembran und wird von lebenden Zellen aktiv ausgeschieden,

wahrend geschéadigte oder tote Zellen sich blau farben.

A549; L929 und Vero-Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % (v/v) FCS (fotales K&l berserum),
1 mM Pyruvat, 2 mM L-Glutamin und nicht-essentiellen Aminosauren kultiviert und alle zwel
bis drei Tage passagiert. Dazu wurden die adhédrenten Zellen mit einer Trypsin-EDTA-L3sung
(Life Technologies) vom Flaschenboden abgel 0st, gezahlt, abzentrifugiert (1.000 UpM, 5 min,
RT) und mit frischem Medium auf 5 x 10— 5 x 10° Zellen/ml eingestellt.

CHO-DUKX-B11 Zellen wurden in DMEM mit 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-Glutamin, 20 U/ml
Penicillin und 20 pg/ml Streptomycin kultiviert. Alle vier bis funf Tage wurde das Medium
dekantiert, einmal mit sterilem PBS gewaschen und mit 4 ml Trypsin-EDTA (Life
Technologies) bei Raumtemperatur inkubiert, bis sich die Zellen ablosten (3-5 min).
Anschlieffend wurden die Zellen in 10 ml Medium resuspendiert und je nach gewiinschter

Dichte auf neue Kulturflaschen mit je 15 ml Medium verteilt.

2.10.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml in FCS mit 10 % DM SO eingefroren. Dazu
wurden die Zellen in FCS auf 10’ Zellen/ml eingestellt und auf 4° C gekihlt. AnschlieRend
wurde die Zellsuspension 1+1 mit eiskaltem DMSO (20 % in FCS) gemischt und in
Kryoréhrchen aliquotiert. Diese wurden in einem mit Isopropanol geflllten und auf 4° C
vorgekihlten Einfrierbehdter Gber Nacht bei -80° C eingefroren und anschlief3end bei —80° C in
der Gefriertruhe oder in flissigem Stickstoff gelagert. Bei Bedarf wurden die Zellen der Truhe
entnommen, bei Handwéarme aufgetaut und sofort mit 10 ml Medium gewaschen. Die Zellen
wurden in frischem Medium aufgenommen, im Brutschrank kultiviert und am folgenden Tag
nochmals passagiert.
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2.10.4 Infektion von VEROS, L 929 und A549 mit Vaccinia VirusVR119

Zur Vermehrung von Vaccinia Virus VR-119 wurden die drel Zellinien L929; A549 und Vero
verwendet. In allen drei Fallen wurden die Zellen in Zellkulturflaschen mit einer Fléche von
70 cm? in RPMI mit FCS bis zur Ausbildung eines 80 % - 90 % Monolayers kultiviert. Zur
Vermehrung wurden die Zellen mit ca. 10 PFU/Zelle infiziert und bis zur vollstandigen Lyse
(24 bis 30 Stunden) in Kultur gehalten. Bel nachfolgenden Infektionsrunden wurde das lysierte
und ultraschallbehandelte Zelltrimmergemisch eingesetzt.

Bestimmungen zur PFU-Konzentration wurden ausschliefdlich mit L929 Zellen vorgenommen.
Die Virulenz fur diese murinen Zellen war identisch mit denen fir humane Zellen. Die
Auswertung gestaltete sich jedoch durch scharfe Abgrenzung zwischen infizierten und nicht

infizierten Zellen bai den L929 Zellen deutlich einfacher.

2.10.5 Transfektion und Selektion von eukaryontischen Zellen

Bei der Transfektion verwendete Selektions- und Expressionsplasmide:

pCl Ausgangsexpressionsplasmid mit einem Promotor des humanen
Cytomegalovirus (CMV Promotor), einem IRES-Element (internal ribosome
entry site) aus dem Poliovirus und einem SV 40-Polyadenylierungssignal. Mit
freundlicher Unterstiitzung von Herrn Hauser, GBF, Braunschweig, zur
Verfligung gestellt.

pAG60neo Konstitutives Expressionsplasmid fur das Neomycin-Resistenzprotein. Steht
unter Kontrolle des HSV-Thymidinkinase Promotors. Von Herrn Hauser,
GBF, Braunschweig, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

pSV 2-dhfr Konstitutives Expressionsplasmid codiert unter anderem fiur die
Dihydrofolatreduktase. Steht unter der Kontrolle des SV40 Promotors.
(ATCC)

pCl B8R Eukaryontisches Expressionsplasmid mit ORF B8R.

pCl B8BR/GFP  Eukaryontisches, bicistronales Expressionsplasmid codiert fur ORF B8R und

dem GFP Gen aus aequorea victoria.

Fir die Transfektion in eukaryontische Zellen kamen zwel unterschiedliche Methoden zum
Einsatz. Sowohl die Transformationsmethode mit Super Fect Transfection Regent von Qiagen,
als auch die Calciumphosphat-Methode (Sussman et al., 1984) beruhen auf dem gleichen
Grundprinzip: Negativ geladene DNA wird durch ein positiv geladenes Agens komplexiert.
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Dadurch kann sie an die Zellmembran adhérieren und wird in einem endocytoseartigen Vorgang
in das Zellinnere aufgenommen. Die stabilen und transienten Transfektionsversuche wurden mit
CHO-DUKX-B11 Zellen und dem Expressionsplasmid pCl B8R-Plasmid durchgefuhrt. Bel den
Versuchen, eine stabile B8R-exprimierende CHO-Zellinie zu entwickeln, schlof3 sich eine
Einzelklonierung an. Als Kontrollinie diente CHO-DUKX-B11, die keiner Transfektion
unterzogen wurde. Um die Effizienz der Transfektion bestimmen zu kénnen wurde auch ein
GFP-haltiges Expressionsplasmid pCl-B8R/GFP transfiziert.

Als Selektionsmarker einer erfolgreichen Transfektion wurden die Plasmide pAG60-neo und
pSV2-dhfr zusammen mit dem entsprechenden Expressionsplasmid pCI-B8R, oder
pCl-B8R/GFP cotransfiziert. Das Plasmid pAG60-neo kodiert das Resistenzgen fur das
Antibiotikum Geneticin (G418). Das Plasmid pSV 2-dhfr kodiert das Dihydrofolatreduktasegen
und entwickelt seine Selektionspotenz beim Einsatz von Mem-o. Medium ohne Ribonukleoside

und Desoxyribonukleoside.

Transfektion durch Calciumphosphat-Prazipitation

CHO-DUKX-B11 (dnfr)-Zellen wurden mittels Cal ciumphosphat-Prézipitation nach etablierten
Protokollen (Ausubel et al., 1994, Doehmer et al., 1988) transfiziert. Dazu wurden am Vortag
pro Ansatz 1 -2 x 10° CHO-Zellen in 145 mm Petrischalen mit 10 ml Vollmedium + FCS
ausgesét. Vier Stunden vor der Transfektion wurde das Medium erneuert. Zur Transfektion
wurde eine Losung aus 20 pg Plasmid-DNA in 500 pl Calciumchloridiésung (final 125 mM)
hergestellt. Dieses Gemisch wurde langsam unter Schitteln in 500 pl 2 x HBSS (Hanks
gepufferte Kochsal zlosung) getropft und zur Ausbildung der Calciumphosphat/DNA Prézipitate
20 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Die Transfektion erfolgte durch Mischen der
entstandenen Prazipitate mit dem Medium und Inkubation im Brutschrank fur acht Stunden.
Anschlief3end wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen und das Medium gewechselt.

Transfektion durch Super Fect™ Transfection Regent

Eine weitere Transfektionsmethode mit einer hohen Effizienz wurde mit dem
Transformationsreagenz Super Fect™ von Qiagen durchgefiihrt. Durch ein aktiviertes
Dendrimer wird die zu transferierende DNA in positiv geladene kompakte Strukturen
"verpackt" und liegt so fir einen aktiven Transport Uber negativ geladene
Oberflachenrezeptoren in die Zelle und den Kern vor.

12 pg Plasmid DNA wurden in 300 pl serumfreien Medium aufgenommen und mit 60 pl Super

Fect™ Transfections Reagenz versetzt. Nach 10 miniutiger Inkubation bei RT wurde mit




MATERIAL UND METHODEN 53

serumhaltigem Medium unter mehrmaligen Mischen das Volumen auf 3.000 pl aufgefillt. Unter
leichtem Schwenken wurde dieser Losung auf die Zellen gegeben und fur drei Stunden im
Brutschrank inkubiert. Im Anschlul® daran wurde nach zweimaligem Waschen mit PBS das
Medium gegen Vollmedium + FCS gewechselt.

Bel einer transienten Transformation wurde das Medium nach 48 bis 72 Stunden von den Zellen
genommen und bei -20 ° C fir weitere Experimente gelagert.

Bei einer stabilen Transformation wurde nach 24 bis 48 Stunden das Kulturmedium gegen
Vollmedium mit Antibiotika ausgetauscht. Nach weiteren 24 bis 48 Stunden erfolgte eine
Vereinzelung der Zellklone in 24 Well Platten. Eine Kontrolle der Kulturliberstande auf 1FN-y
inhibierendes B8R-Protein wurde vorgenommen, wenn sich in den Platten ein dichter

Monolayer ausgebildet hatte.
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Das Praoblem der Lebensentstehung ist offenbar im wesentlichen gleichbedeutend mit dem Problem

der Entstehung biologischer Information. Demzufolge erweist sich der Begriff der biologischen

Information als der Grundbegriff der physikalisch-chemischen Theorie der Lebensentstehung.
Bernd-Olaf Kiippers , Der Ursprung biologischer Information®

3. Resultate

3.1 Klonierung des ORF B8R von Vaccinia Virus (Western Reserve)

Erste Voraussetzung fur biochemische und biophysikalische Untersuchungen an einem
rekombinanten Protein ist die Klonierung des entsprechenden Gens.

DieIsolierung und Amplifikation des Gens wurde durch die Polymerase K ettenreaktion erreicht.
Die eingesetzte DNA stammt aus dem Uberstand von mit Vaccinia Virus VR-119 infizierten
Vero-Zellen. Der Anteil an viraler DNA im verwendeten Uberstand war auf Grund der
vollsténdig lysierten Vero-Zellen vergleichsweise gering. Die spezifischen Primer, die nach den
Angaben der veroffentlichten Sequenz generiert wurden erreichten eine direkte Amplifikation
des ORF B8R Gens aus diesem Material. Die im Gel durch interkaliertes Ethidiumbromid
sichtbar gemachte B8R Amplifikationsbande korrelierte mit der verdffentlichten Grofe von 816

Basenpaaren.

Mg Konz (mM)

2 3 4 5 6
b
== bp
=
- — 3675
w— — 2323
- — 1929
bp
1353 — qum = 13
1078 — wm 1264
872 — o - Abbildung 3.1: Amplifikationsprodukt von ORF
eoaee s — 702 B8R, das mit spezifischen Primern aus viraler
603 — we= DNA synthetisiert wurde.

Das Amplifikationsprodukt aus den PCR-Ansitzen mit 2 mM und 3 mM Mg* wurde aus dem
Gel eluiert. Das Gel in Abbildung 3.1 weist auch bei htheren Mg® Konzentrationen ein
deutliches PCR Produkt mit der exakten Grofe auf. Da jedoch bel dem verwendeten
Pwo-Polymeraseenzym die Fehlerrate beim Nucleotideinbau bei geringeren Magnesium-
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konzentrationen am kleinsten ist, wurden fir alle weiteren Schritte nur die PCR-Produkte aus
den Ansdtzen mit 2mM und 3 mM Mg?* ausgewahlt. Mit vier Sequenzierprimern, die eine
doppeltiiberlappende Identifizierung der Nucleotidsequenz zulief3en, wurde mit Ausnahme einer
stillen Mutation die DNA-Sequenz fir das ORF B8R aus Vaccinia Virus Western Reserve
identifiziert. Als Vergleichssequenz lag die aus der NCBI Datenbank verdffentlichte
Nukleotidsequenz mit der Accession No. P24770 (VB08_VACCV) vor. Bei der stillen Mutation
an Position 651 wurde ein Austausch von Cytosin gegen Thymidin an der dritten Stelle des

codierenden Tripletts ermittelt.
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3.2 Anayseder ORF B8R Sequenz

Im Anhang (B) ist die cDNA und die daraus abgel eitete Aminosduresequenz von ORF B8R von
Vaccinia Virus, Western Reserve (WR) dargestellt. Die 816 Basen codieren fir ein Protein von
272 Aminosauren mit einer berechneten Masse von 31.161 Da. Der G + C Gehalt der cDNA
liegt bei 36 %, der pl des Proteins wurde mit 5,39 berechnet. Das rekombinant hergestellte
His Tag-Fusionsprotein ist 33 AS grofer und kommt auf eine errechnete Masse von 34.788 Da
bei einem pl von 5,68. Das ebenfalls hergestellte Strep Tag Fusionsprotein ist nochmals um
217 Da massereicher und kommt auf eine Masse von 35.005 Da. Die errechneten Daten zu den
jeweiligen Massen stimmen mit den experimentellen Ergebnissen, die aus den SDS-Page

Untersuchungen gewonnen wurden, tberein.
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Abbildung 3.2: Graphik zur Identifizierung von hydrophilen Aminosdureabschnitten nach A: Kyte und
Doolittle (1982) und B: Goldman, Engelmann und Steitz (1985). Positive Werte zeigen Bereiche an, die
einen hydrophilen Charakter haben. Beide Identifizierungsalgorithmen (A; B) kommen zu fast
identischen Ergebnissen. Die Berechnungen wurden mit dem Programm MacVector (Version 6.5.3)
durchgefiihrt.
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3.2.1 B8R Alignment von anderen Poxviridae-Stammen

Ein Vergleich von der Aminosiuresequenz des Vaccinia Virus Stammes Western Reserve
(VR-119) mit Sequenzen von IFN-y bindenden Proteinen von anderen Vaccinia Virus Stammen
ist in Abbildung 3.3 gezeigt. Der hohe Homologiegrad wird durch die Abbildung evident. In die
Betrachtung sind Sequenzen der in der Datenbank publizierten Vaccinia Viren eingegangen.
Groflite Abweichungen von einer Consensussequenz hat der Stamm Ankara. Bei diesem Protein
liegt im mittleren Abschnitt von Gly95 bis 11€102 und von Asnl117 bis Pro123 ein 8 bzw. 7
Aminosaure grof3e Luicke (gap) vor. C-terminal fehlen bei dem Ankara-Protein im Vergleich mit
den anderen B8R-Proteinen die letzten 31 Aminosauren. Im ClustalW Alignment zwischen den
verschiedenen Proteinen ergeben sich bel einem Insertionsstrafwert (open gap penalty; OGP)
von 10 und einer extended gap penalty (EGP; Strafwert fir die Verlangerung einer Insertion)

von 1 folgende in Prozentzahlen ausgedriickte Homologien:

VV-Stamm WR Copenhagen | TianTan | LIVP Ankara
Western Reserve 100

Copenhagen 98 100

Tian Tan 99 98 100

LIVP 98 97 98 100

Ankara 82 80 81 81 100

Tabelle 3.1: AS-Homologien der einzelnen B8R-Proteine von finf verschiedenen Vaccinia
Virus Stdmmen (Angaben in Prozent).

Abgesehen von den beim Stamm Ankara immanenten Sequenzunterschieden zu den anderen
Vaccinia Stdmmen, gibt es noch Einzelaminosdureaustausche. Wahlt man das ORF B8R von
Western Reserve al's Bezugssequenz, so sind es beim Stamm Copenhagen finf Aminoséuren die
unterschiedlich sind (Lys157Glu; Prol61Thr; Va179Ala; Lys205Glu; Ser213Asn). Die beiden
letztgenannten Veranderungen sind auch beim Stamm Tian Tan vorhanden. Der Stamm Ankara
stimmt an den flnf Positionen zu 100 % mit dem Stamm WR Uberein. Die Mutationen befinden
sich ausnahmslos in Doméne 2 (vergleiche auch Abschnitt 3.2.2). Die Verénderungen an
Position Lys157Glu und Prol61Thr liegen am Ende des C” beta-sheet. Aus dem Modell gehen
fur diese Positionen keine relevanten Kontakte zwischen dem B8R und dem IFN-y hervor.
Gleiches trifft fur den Aminosaureaustausch Valin gegen Alanin an Position 179 (Va179Ala)
zu. Dieser Bereich am Ende des beta-sheet mit der Bezeichnung E liegt dem Modell nach auf

der abgewandten Seite der Kontaktbereiche zwischen den beiden interagierenden Proteinen. Die
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beiden verbleibenden Mutationen Lys205Glu und Ser213Asn befinden sich im beta-sheet G und
im Ubergangsbereich zur random Formation und sollten ebenfalls keine direkten EinfluR auf die
Bindung austiben. Der Vaccinia Virus Laborstamm LIVP hat drel Einzelaminosauremutationen,
die von keinem anderen Stamm geteilt werden (Tyr144Cys; Lys242Thr; Ser254Cys). Der
Austausch Tyr144Cys liegt am Anfang vom beta-sheet C* zentral in der Doméne 2. Die beiden
anderen Austausche befinden sich beide jenseits der Aminosaure Pro210 und somit in einem
Bereich, in dem eine Strukturvorhersage nur unter sehr grof3en Vorbehalten gemacht werden
kann. Bei den Aminosduren Pro210 bis Ser272 existieren keine markanten Homologien zu
anderen cytokinbindenden Rezeptoren, so dal3 eine Vorhersage nur auf Basis der Sequenz
gemacht werden kann. Danach konnten sich die 62 C-terminalen Aminosaurenin eineca. 10 AS
bis 14 AS umfassende alpha-Helix und zwei beta-sheet Motive falten. Dieser Abschnitt ist stark
gepragt von basischen Aminosauren, wodurch auch der hohe pl von 10,1 fur diesen Bereich zu
erkléren ist. Der hydrophobe Charakter kénnte darauf hindeuten, das dieser Strukturabschnitt
keinerlei Funktion bei der Bindung an Proteine Ubernimmt. Es ist auch davon auszugehen, dal3
dieser Abschnitt relativ weit vom eigentlichen Core-Protein abgeklappt vorliegt und so eine
eigene Domane bildet. Die Mutation Thr242Cys und Ser254Cys ist auf Grund der chemischen
Eigenschaften der SH-Gruppe am Cystein von besonderer Bedeutung. Durch zwei zusétzliche
potentielle Disulfidbriickenbildner erhoht sich die Mdglichkeit, daf3 sich fehlerhafte
Disulfidbriicken ausbilden, die zu einer Fehlfaltung und dann gezwungenermal3en zu einer

Disfunktion des Proteins filhren.
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B8R Western Res
B8R Copenhagen
B8R Tian Tan
B8R LIVP

B8R Ankara

B8R Western Res
B8R Copenhagen
B8R Tian Tan
B8R LIVP

B8R Ankara

B8R Western Res
B8R Copenhagen
B8R Tian Tan
B8R LIVP

B8R Ankara

130 140 150 160
B8R Western Res
B8R Copenhagen
B8R Tian Tan
B8R LIVP
B8R Ankara

170 180 190 200
B8R Western Res
B8R Copenhagen T
B8R Tian Tan
B8R LIVP
B8R Ankara

210 220 230 240
B8R Western Res
B8R Copenhagen
B8R Tian Tan
B8R LIVP
B8R Ankara

250 260 270 280
B8R Western Res
B8R Copenhagen
B8R Tian Tan
B8R LIVP
B8R Ankara

Abbildung 3.3: AS-Sequenzalignment von B8R Western Reserve mit dem Profil von B8R-Proteinen aus
anderen Vaccinia Stémmen.

3.2.2 Sequenzalignment des hulFNGR1 (ECD) und des B8R-Proteins (WR)

Fir das erneute Sequenzalignment wurden die kristallographischen Ergebnisse von Thiel et al.
(Thiel et al., 2000) verwendet (PDB-Code 1fg9). Aufgrund von unzureichenden
Elektronendichten in bestimmten Bereichen und dadurch verursachten schlecht definierten
Aminosaureresten, wurden nur die Daten der hochaufgel6sten Kette C fur das Alignment
ausgewadhlt. Die Sekundarstruktur wurde mit dem Programm DSSP (Kabsch et al., 1983)
berechnet. Die Umsetzung in das Clustal Alignment Format erlaubt spater beim Clustal X
Alignment (Version 1.81) (Thompson et al., 1997) eine Verwendung von
sekundéarstrukturabhangigen Strafwerten (gap penalties). Es wurden die Standardparameter von
Clustal X 1.81 verwendet.
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Es schlossen sich vier Runden einer Editierung und Uberpriifung des entstandenen Alignments
mit entsprechender Software an (Jalview Alignment—Editor; vi). Dabei wurde ein iteratives
Vorgehen gewdhlt, d. h. die Zwischenergebnisse wurden anhand der Kristallstruktur sowie
multiplen Alignments Uberarbeitet. Auf3erdem flossen Informationen tber die Konservierung
der Disulfidbriicken und der an einer IFN-y Bindung beteiligten Reste mit in die Uberpriifung
ein.

In der ersten Runde wurden alle konservierten Cysteine zur Deckung gebracht. Es existieren in
der ECD des IFNGR und im B8R jeweils acht Cysteine. Es ist jedoch nur bei sechs Cysteinen
im B8R mdglich eine Deckung mit Cysteinen aus dem IFNGR zu erreichen. Aul3erdem wurde
die Deletionen kurz nach dem Linkerbereich zwischen den beiden Doméanen (D1 und D2)
geschlossen.

Fir die Erstellung eines B8R-Strukturmodells miissen nach den Insertionen und Deletionen im
ersten Schritt folgende Bereiche verandert werden, um ein B8R Modell zu erstellen:

» Nach Asn53, 2 Reste in B8R-Sequenz entfernen; in Ordnung, daim Loopbereich.

> Nach Val89, 1 Rest in B8R-Sequenz entfernen; in Ordnung , aber B-turn wird relativ
eng.

» Nach Ser99, 4 Reste in B8R-Sequenz entfernen; eine Deletion von vier Resten an dieser
Stelle ist problematisch und ein Einflul3 auf grof3ere Teile der Struktur ist nicht
ausgeschlossen.

» Nach Prol3l, 2 Reste in B8R-Sequenz einfuigen; die AS-Seitenketten in diesem Bereich
mussen eine nach auf3en gerichtete Orientierung aufweisen, was in diesem strukturellem
Kontext moglich ist.

» Nach Ser190, 3 Reste in B8R-Sequenz entfernen; bel dieser Deletion andert sich der
Bereich der Ankergruppen, die Veranderungn sind aber durchaus erlaubt.

» Nach Lys213, 1 Rest in B8R-Sequenz eingefiigen.

In der zweiten Runde wurden Reste, die auf Grund zu schwacher Elektronendichte nicht in den
Koordinatensatz von IFNGR1 und damit auch nicht in der Aminosauresequenz enthalten waren,
in das Alignment eingefiigt. Dadurch wird die noch in der ersten Runde vorgenommene
Insertion von 2 Resten nach Prol31 gedndert. An dieser Stelle liegt nun eine Deletion von
1 Rest (Val135 wird deletiert) vor.

Die Editierung in der dritten Runde befaldte sich mit der problematischen Deletion von
4 Resten nach der Aminosaure Ser99. Statt einer Deletion von 4 Resten nach Ser99 und einer
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Deletion nach Val89, wurden beide Deletionen zu einer 5-Reste-Deletion zusammengefaldt. Eine

alternative L6sung fur diesen Bereich wurde an dieser Stelle zunéchst ausgeschl ossen.

In der vierten Runde wurden folgende Uberarbeitungen an der Sequenz vorgenommen:

In einem Alignment von Cytokin-Rezeptoren der Klasse | und Il ist, bezogen auf die Sequenz
des IFNGR1, die Aminosaure Trp31 konserviert. Um diesem Ergebnis Rechnung zu tragen und
Trp31 mit dem entsprechenden Gegenstiick im B8R-Protein zur Deckung zu bringen, wurde
eine Deletion von 5 Resten nach der Aminosaure GIn34 in das Alignment eingefuhrt. Eine
Deletion in diesem Bereich ist trotz der Lange unproblematisch, da in dieser Region ein
Loopstrukturmotiv vorhanden ist.

Die Aminosaure Ser223, die in der Kristallstruktur nicht aufgelistet wird, jedoch in die Sequenz
gehdrt, wurde nachtraglich eingefiigt. Das Alignment wurde N- wie C-terminal wieder zurtick
auf die volle Lénge gebracht. Da eine Konservierung der an der IFN-y Bindung beteiligten AS-
Reste wahrscheinlich ist, wurde das Alignment abschlief3end zwischen den Aminoséuren Ala37
und Val104 so modifiziert, dald die an einer Bindung beteiligten Aminosauren im B8R (Lys98
und Glu101) vorhanden sind.

Im Alignment von hulFNGR1 und B8R-Protein weisen die Sequenzen nach Abschlul3 der
Editierung 48 identische Positionen Uber eine Gesamtalignmentlénge von 219 Resten auf. Dies
entspricht einer Sequenzidentitdt von 21,9 %. Ahnliche Aminosiuren mit gleichem chemischen
Charakter treten im Alignment zu 15 % auf. Fir die Berechnung der Sequenzidentitét wurde nur
der Bereich bis Gly228 beriicksichtigt. Diese Position entspricht im IFNGR dem Ende der
extrazelluléren Doméne. Die folgenden Reste besitzen aus biologisch-funktionaler Sicht keinen
Sinn und wirden das Alignment verfélschen. Aus diesem Grund wurde das C-terminale Ende
(insgesamt 63 Aminosauren) beim B8R-Protein ab Pro210 bei den Alignmentuntersuchungen
nicht beriicksichtigt. Die entsprechenden Reste sind nur der Vollsténdigkeit halber in Abbildung
3.4 mit dargestellt.
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Abbildung 3.4: ClustalX Alignment von der extrazellul&ren Domane des hulFNGR1 und B8R. Erstellt
mit den pairwise Standardparametern: OGP = 10 und EGP = 0, 1.

Mit den Daten aus dem Sequenzalignment von hulFNGR und B8R-Protein und mit
Programmen zur Sekundarstrukturvorhersage ist es moglich ein Modell fir B8R zu generieren.
Es handelt sich hierbei um eine theoretische Vorhersage eines Modells, welches nur auf dem
AS-Vergleich und Sequenzen zur Sekundarstruktur beruht, und auf jeden Fall durch weitere
Untersuchungen am B8R-Protein vallidiert werden mul. Das erarbeitete B8R-Modell gliedert
sich in 2 grof3e Doméanen auf. N-terminal die Doméne 1 mit den Aminosduren Ser14 bis Tyr92
und Doméne 2 mit den Aminosduren Thr106 bis Thr209. Zwischen diesen beiden beta-sheet
Domanen, die in einem Winkel von ca. 120° zueinander geneigt sind, befindet sich ein 11 AS
grof3er Linkerbereich, der von Gly95 bis Prol105 reicht. Doméane 1 baut sich durch sieben
beta Faltbl&tter auf, wohingegen sich Doméne 2 in acht beta-Faltbl&ter unterteilt. Der Abschnitt
der AS Pro210 bis Ser272 ist nicht direkt zuzuordnen, es gibt jedoch Anhaltspunkte die darauf
schlief3en lassen, daf3 dieser Abschnitt sich ebenfalls als ein beta-sheet faltet. In der
extrazelluldren Doméne des IFNGR1 sind acht Cysteinreste vorhanden, die vier Disulfidbriicken
bilden kdnnen. Drei dieser Disulfidbriicken liegen im B8R-Protein konserviert vor. Fir die
anderen beiden Cysteine im B8R an den Position 80 und 204 existieren keine aquivalenten
Cysteinreste im IFNGR1.
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B8R IFNGR1

- 60— 68
84-128 105-150
156 - 161 178-183
172 -194 197 -218

Tabelle 3.2: Konservierte Cysteinbriicken bei B8R und IFNGRL1.

B8R IFNGR1 Wechselwirkung
Lys33 Lys47 Salzbriicke (+)
Tyr 35 Tyr 49 Wasserstoffbriicke (++)
Gly 36 Gly 50 Wasserstoffbricke (+)
lle37 Val 51 Wasserstoffbricke (+++)
Thr 39 Asn 53 Wasserstoffbricke (+)

- Ser 54 Wasserstoffbricke (-)
Val 63 Asn 79 Wasserstoffbricke (-)
Trp 66 Trp 82 Wasserstoffbricke (+)
Lys75 Lys 98 Wasserstoffbricke (+)
Glu 78 Glu 101 Salzbriicke (+) Wasserstoffbriicke (+)
Val 85 Arg 106 Salzbriicke (-)

Glu 180 His 205 Wasserstoffbricke (-)
Phe 182 Trp 207 Wasserstoffbriicke (+ -)

Tabelle 3.3: Gegeniberstellung der Aminosduren von B8R und IFNGR aus den Alignmentdaten. Die
Informationen Uber die Art der Wechselwirkung (Wasserstoffbriicken und Salzbriicken) zwischen IFN-y
und IFNGR wurden der Arbeit von Thiel et al. (Thiel et al., 2000) entnommen. Legende: (+) und (-) geben
Auskunft die Moglichkeit und Anzahl der Wechselwirkungen zwischen B8R und dem Liganden.

Aus der Summe der Vorhersagen, basierend auf dem Sequenzalignment, der Identifizierung von
konservierten Aminosauren, die fur eine Wechselwirkung mit IFN-y zur Verfigung stehen, und
Daten der Sekundarstrukturanalyse, ergibt sich folgendes Bild fir ein B8R Modell:

Der Bereich von Aminosaure Lys33 bis Thr39 stellt einen hochkonservierten Cluster dar, in
dem 5 AS eine Wechselwirkung mit IFN-y eingehen konnen. Alle Aminosauren befinden sich
im Loopbereich von beta-sheet C und C’". Diese Region erscheint variabel genug fir eine
maogliche Verformung bei Einsetzen der Wechselwirkung.

Der néchste Cluster liegt im B8R-Protein bei den Aminosauren Val63; Trp66; Lys75; Glu78
und Val85. Alle AS-Reste besitzen die Moglichkeit zur Ausbildung von Wechselwirkungen.
Ohne Ausnahme befinden sich alle Aminosauren am Anfang bzw. am Ende eines beta-sheets
oder aber im dazwischenliegenden Loopbereich und die Reste sollten somit ausreichend Raum

fur eine mogliche Interaktion mit 1FN-y haben.
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Der 11 Aminosiure lange Ubergangsbereich von Doméne 1 in Doméne 2 stellt ebenfalls einen
Cluster mit sehr hohem Konservierungsgrad dar. Sechs identische Aminosauren plus zwei mit
ahnlichem chemischen Charakter konnten auf einen bedeutenden Bereich hinweisen. Da es fir
diesen Bereich beim IFNGR keine Erkenntnisse Uber einen Kontakt mit dem Liganden gibt,
sollte der hohe Konservierungsgrad einen anderen Grund haben: Die Einhaltung des exakten
Zwischenraums zwischen den beiden Doménen oder aber die Bildung eines definierten Winkels,
der sich zwischen den beiden Domanen ausbildet.

Domane Bezeichnung Aminosaur eposition
beta-sheet A Thr20 —Val27
beta-sheet B Asp30—-Thr36
beta-sheet C Leud0 — Asn47

D1 beta-sheet C GIn54 —Va60
beta-sheet E Thr64 — Asp66
beta-sheet F Phe78 — GIng84
beta-sheet G Gly85 —Tyr92

Uber gangsber eich Linker D1- D2 Gly95 — Pro105
beta-sheet A Thr106 — Tyr112
beta-sheet B 1le116 — Glu121
beta-sheet C Aspl42 —Thr152

D2 beta-sheet C’ Asp155 - Tyr162
beta-sheet D Tyrl67 — Thr170
beta-sheet E Gly173—-Thr180
beta-sheet F Lys183 — Thr192
beta-sheet G Leul96 — Thr209

C-terminus Pro210 — Ser272

Tabelle 3.4: Strukturmotivzuordnung beim B8R. Grundlage fir diese Einteilung ist das
Sequenzalignment und die Vorhersagen fir die Sekundarmotive. Die Namensgebung der beta-sheets im
B8R sind in Anlehnung an die von Walter et al. beim IFNGR1 vorgenommenen Bezeichnungen gemacht
worden.

Weitere Bereiche mit einem hohen Grad an konservierten Aminosduren befinden sich im B8R-
Protein zwischen Cys185 und Glul90 (Cys-Va-Thr-Ala-GIn Glu). Dieser Bereich (entspricht
im IFNGR1 die AS Cys200 bis Glu205) liegt in Doméne 2 im beta-sheet F. Die Kristallstruktur
zeigt fur diese Aminosduren keine Kontakte mit dem Liganden an.

Acht Aminosauren vor Eintritt in die TMD konnte ein weiterer Cluster mit konservierten

Aminosauren identifiziert werden. In der IFNGR Sequenz wird der 8 AS grofl3e Bereich von
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Ser218-Lys-Glu-Val-Cyslle-Thr224 utberspannt. Im B8R befindet sich die konservierte
Sequenz Ser203-Ser-Glu-Val-Cys-Leu-Thr209 in einem dem Liganden abgewandten Bereich
von beta-sheet G.

Human interferon-gamma receptor

Abbildung 3.5: Dreidimensionales Modell des BS8R-Proteins (rot). Die Ubereinanderlagerung des B8R-
Proteins mit der Extazellul&ren Doméne des IFNGR1 veranschaulicht die hohe Strukturhomol ogie der
beiden Proteine.

Weitere Besonderheiten: In der Aminosauresequenz vom B8R-Protein liegt von der Position
127 bis 129 mit der Aminosdursequenz Arg-Gly-Asp ein Motiv fur die Zelladhérierung vor. Die
Sequenz liegt im Loopbereich von beta-sheet B zu C in der Doméne 2. Die biologische
Bedeutung einer solchen ,, Cell Attachment Sequence” fir das B8R-Protein konnte darin liegen,
daf’d nach der Ausschiittung aus der infizierten Zelle eine relativ unspezifische Anlagerung an
benachbarte Zellen stattfindet. Dadurch kann eine zu starke Ausdiinnung im umliegenden
extrazelluldren Raum unterbunden werden und das B8R steht direkt am Ort der Zellinfektion bel

Auftreten von IFN-y zur Neutralisierung zur Verfigung.
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3.2.3 Sequenzvergleich von ver schiedenen Viroceptoren und IFNGR

Die Familie der Poxviridae stellt eine grol3e Gruppe pathogener Viren dar, die sich im
zytoplasmatischen Raum von eukaryontischen Wirtszellen replizieren. Ihre opportune
Vermehrungsstrategie erlaubt selbst eine Infektion von Vogeln, Reptilien, Weichtieren und
sogar Insekten. Dieses breite Spektrum von Wirten hat eine grof3e Genvariation bei den

verschiedenen Familienmitgliedern der Poxviridae zur Folge gehabt.

Das Uberspringen von Speziesgrenzen stellt bei Viren keine Besonderheit dar, verlangt jedoch
fur ein erfolgreiches und effektives Weiterbestehen entweder einen enormen Genpool oder eine
extrem hohe Anpassungsfahigkeit. Trotz der grof3en Anzahl von Genen bei den Viren dieser
Gruppe trifft letzteres zu. Gene die fur Proteine kodieren, die das wirtseigene |mmunsystem
inhibieren, liegen im aulReren Bereich der doppel stréngigen DNA und unterliegen einer htheren
Mutationsrate als DNA-Bereiche die mittig orientiert vorliegenden. Virale Rezeptoren, die in
der Lage sind, das antiproliferativ und antiviral wirkende Cytokin IFN-y zu binden, sind
Voraussetzung fur eine Vermehrung innerhalb der Wirtszelle. Bei einem AS-Vergleich der
extrazelluldren Bereiche von murinen und humanen IFNGR mit funf 16slichen viralen Proteinen,

diein der Lage sind, IFN-y zu neutralisieren, traten evidente Homologien auf.

Tabelle 3.5 zeigt die prozentualen Werte von identischen (fett) und &hnlichen (kursiv)
Aminosauren bel einem Alignment mit einer open gap penalty von 10 und einer extended gap
penalty von 1. Bemerkenswert ist, dal3 selbst das ORF M-T7 Protein von Myxoma Virus, das
zum hulFNGRL1 nur 16 % identischen Aminosduren aufweist, trotzdem eine neutralisierende

Wirkung besitzt.
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Human ECD 100 12 12 12 13 11 11
Murin ECD 50 100 16 17 17 16 12
B8R Western Reserve 21 14 100 4 4 0 13
B9RVariola 21 15 87 100 5 4 15
Ectromelia Virus 20 15 87 90 100 3 15
B7R Cowpox 20 15 95 90 90 100 12
M-T7 Myxoma 16 18 17 18 17 18 100

Tabelle 3.5: Aminosdure Homologien bel IFN-y bindenden Proteinen. Die Alignmentanalyse

wurde mit dem Programm MacV ector mit den Parametern OGP = 10; EGP = 1 vorgenommen.
fett: prozentualer Anteil an identischen AS; kursiv: prozentualer Anteil an &hnlichen AS.

Bei dem auf der nachsten Seite in Abbildung 3.6 gezeigten ClustalW Alignment sind

Aminosauren, die bei mindestens 6 der 7 Proteine an gleicher Stelle vertreten sind, dunkel

unterlegt und fett hervorgehoben. Ahnliche Aminosiuren im Alignment mit gleichem

chemischen Charakter sind eingerahmt dargestellt. Haufig treten diese beiden Hervorhebungen

innerhalb eines Clusters gemeinsam auf (laufende Numerierung: Phe46-Tyr53; Lys115-11e123;
GIn130-Pro138; Cyt206-Gly209; Ser226-11€229). Diese Bereiche stellen hochkonservierte

Bereiche dar, die fur die Funktion des B8R-Proteins von grof3er Bedeutung sind.
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Abbildung 3.6: Strukturbasiertes multiples Sequenzalignment der ECD des hulFNGR1 mit homologen
durch Fettdruck oder Umrahmungen hervorgehoben.
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3.3 Konstruktion von verschiedenen Expressionsplasmiden

pTrcHisB B8R

Nach eindeutiger ldentifizierung des B8R-Gens aus Vaccinia Virus VR-119 wurde der
Nukleinsdurestrang in einer weiteren PCR mit Primern, die 3'- und 5 -terminal Restriktions-
Schnittstellen einfihren, auf die Klonierung in den Expressionsvektor pTrcHis B vorbereitet.
Das entstandene PCR Produkt wurde aufgereinigt und anschlielend mit den
Restriktionsenzymen BamH | und Hind 111 geschnitten.

Primer am Plusstrang

5" 5°'AAATAACAAA GGATCC ATGAGATATATTATAATTCT 3’
Uberhang BamH | B8R Gen

B8R Gen Hind 1l Uberhang
3'ATTGAACTGATTTATAAGTA TTCGAA AAATAATTA 5 5

Primer am Minusstrang

Abbildung 3.7: Position und Sequenz der Primer am ORF B8R zur
Einflgung der Restriktionsschnittstellen und zur Einklonierung in den Vektor
pTrcHisB.

Der Vektor wurde durch die gleichen Enzyme linearisiert und in einer anschlief3enden Reaktion
mit dem B8R Gen zum Ringschluf3 ligiert. Nach Transformation in TOP10 Zellen wuchsen auf
der ampicillinhaltigen Agarplatte 36 Klone. Die DNA von sechs Klonen wurde zur naheren
Untersuchung aufgearbeitet. Die Integritét des B8R Gens in den Expressionsvektor wurde
mittels DNA-Sequenzierung untersucht und war bei allen Klonen zu 100 % korrekt. Die

Nukleotid- und Aminoséuresequenz des Fusionsproteinsist im Anhang: D) aufgelistet.
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Deletions PCR am Fusionsanteil des Proteins

Die Verwendung eines Fusionsanteils am Protein an Stelle des unmodifizierten, nativen Proteins
kann neben Vorteilen, die bel der Aufreinigung und Identifizierung eine Rolle spielen, auch
Probleme fiir die Faltung des Proteins mit sich bringen. Aus diesen Uberlegungen heraus und
auf Grund der Ergebnisse im IFN-y neutralisierenden Assay mit dem B8R-Fusionsprotein aus
pTrcHis B, wurden Veranderungen am Fusionsanteil des pTrcHisB B8R-Plasmides
vorgenommen. Durch eine MID-PCR wurden insgesamt 66 Basen zwischen dem His Tag
Bereich und dem B8R-Gen entfernt. Durch diese Deletionsmutation wurden innerhalb des
Fusionsanteils die Bereiche der Enterokinaseschnittstelle und die Antikorpererkennungssequenz
deletiert. Die Sequenz fur die sechs Histidine blieb unangetastet. Durch diesen Deletions-
kompromiss sollte zum einen eine Aufreinigung des Proteins Uber eine Metallaffinitatssaule

gewahrleistet bleiben und zum anderen der Fusionsanteil so klein wie méglich gemacht werden.

Strep Tagll Einfigungim pTrcHisB B8R Plasmid durch eine Deletion/I nsertions PCR

An Stelle des 6 AS langen His Tags im pTrcHisB B8R Plasmid wurde in einer kombinierten
Deletion/Insertions PCR ein Strep Tagll eingefligt. Das Strep Tagll System basiert auf einer
Expression eines Fusionsproteins in E.coli und einer Aufarbeitung des nativen Proteins unter
schonenden Bedingungen. Das Strep Tag ist eine 8 AS lange Sequenz (Trp-Ser-His-Pro-Gln-
Phe-Glu-Lys) die mit (Affinitétskonstante Ky, = 1 uM) hoher Affinitét an Streptactin bindet.
Das Strep Tag System bietet durch die Einschritt-Affinitatschromatographie, die zu jeder Zeit
unter physiologischen Bedingungen ablauft, grof3e Vorteile bel der Aufreinigung.

Erreicht wurde die Insertion des Strep Tagll bel gleichzeitiger Deletion des His Tag im Plasmid
pTrcHis B B8R durch folgende Primer:

Primer: Strep pTrcfw

4 AS Strep Tagll
5 Ph-CAG TTC GAA AAA GGT ATG GCT AGC ATG ACT GG 3

Vorwartsprimer der mit den ersten 12 Basen am 5" Ende die Halfte der neuen Sequenz einflgt.

Primer: Strep pTrcrv

4 AS Strep Tagll
5 Ph-CGG GTG GCT CCAAGAACC CCCCATGGTTTATTC 3

Der Gegenprimer inseriert ebenfalls 12 Basen fir den neuen Sequenzabschnitt.
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Nco | STREP-TAG
57...AAA CC ATG GGG GGT TCT TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGT ATG GCT
Met Gly Gly Ser Trp Ser His Pro Gln Phe Glu Lys Gly Met Ala

> FUSIONS-PROTEIN-ANTEIL

Anti-Xpress AB Epitope
AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG ACT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG
Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Thr Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys
FUSIONS-PROTEIN-ANTEIL

GAT CCC ATG AGA TAT ATT ATA ATT CTC GCA GTT TTG TTC ATT AAT AGT ATA...3~
Asp Pro
< Met Arg Tyr Ile Ile Ile Leu Ala Val Leu Phe Ile Asn Ser Ile
> Vaccinia Virus ORF B8R

Abbildung 3.8: Nukleotid und Aminosiuresequenz des modifizierten pTrcHisB B8R Fusionsanteils
mit Strep Tagll an Stelle von His Tag.

C-terminale Strep Tagll Einfigung im pTrcHisB B8R Plasmid

Die Alignmentuntersuchungen zwischen dem IFNGR und dem ORF B8R konnten dem
C-terminalen Ende des B8R-Proteins keine eindeutige Funktion zuweisen. Das Modell des
|6slichen IFN-y bindenden Viroceptors geht davon aus, dald dieser Bereich keinerlei
Wechselwirkungen mit dem IFN-y eingeht. Diese Annahme ist nach wie vor eine Hypothese
und kann erst durch eingehende biophysikalische Untersuchungen am Protein selber bestétigt
und verifiziert werden. Aus diesem Grund und weil auch kein Versuch ausgelassen werden
sollte biologisch aktives B8R-Protein zu erhalten, wurde die B8R-Sequenz im pTrcHis B Vektor

auch C-terminal mit einem Strep Tagll versehen. Folgende Primer wurden dazu verwendet:

Primer: C Strep pTrc fw

4 AS Strep Tag
5 Ph-CAG TTC GAA AAATAAAAGCTTGGC TGT TTT GGC GG 3’

Primer: C Strep pTrcrv

4 AS Strep Tag stop
5 Ph-CGG GTG GCT CCATGAATATTT AGT CAA GTT AAG CAT GC 3

Die Uberprifung der korrekten Integritét bei allen modifizierten Plasmiden wurde durch
Restriktionsspaltungen mit ausgesuchten Enzymen und einer Sequenzierung des veranderten
Bereiches vorgenommen. Nach Erhalt von 100 % korrekten Plasmiden wurden diese zur

Expression des Proteins eingesetzt.
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3.3.1 Expressionsoptimierung

Die verschiedenen B8R-Fusionsproteine (His Tag; N-term. Strep Tagll; C-term. Strep Tagll)
wurden grundsétzlich in unterschiedlichen Stdmmen von E.coli produziert. Die
Proteinexpression wurde durch SDS Page/Commassie-Farbung und Western Blot Analyse
kontrolliert. FUr beide Analysemethoden eigneten sich am besten Gesamt E. coli-Lysate, die zu
verschiedenen Zeitpunkten der Expression gewonnen wurden. Nach erfolgter Induktion wurde
bis zum Erreichen einer konstanten ODg,,-Dichte innerhalb der Kulturflissigkeit alle 60 min ein
Aliquot mit einer optischen Dichte von 2,5 OD Einheiten abgenommen. Die Bakterien wurden
pelletiert, mit 250 ul SDS-Probenpuffer versetzt und fur 5 min aufgekocht. Je 10 yl wurden auf
die Gele aufgetragen. Der Einsatz diese Menge hat sich fir eine Analyse des Gels nach
Coomassifarbung al's gut erwiesen. Der Uberwiegende Teil an exprimiertem Protein wurde von
den Bakterien in Inclusion bodies eingelagert und somit war eine denaturierende Aufarbeitung
unumganglich. Um diese Art der Aufarbeitung zu umgehen wurde die Expression der Proteine
bei verringerter Temperatur von nur noch 25° C und einer um den Faktor 20 verminderten
IPTG-Konzentration von 50 uM vorgenommen. Bei diesen Bedingungen neigen die Bakterien
dazu einen grof3en Teil als |6sliches Protein im Cytosol zu produzieren. Eine Kontrolle der so
hergestellten Fusionsproteine wurde ebenfalls Uber SDS-Page und anschlief3endem Western
Blot vorgenommen. Einziger Unterschied: Bei der Aufarbeitung des Proteins werden die
geernteten Zellen auf Eis mit Ultraschall behandelt und der Uberstand nach Zentrifugation

enthdlt das, |6slich® produzierte Protein.

Bel allen hergestellten Konstrukten konnte die Produktion von B8R-Fusionsprotein im Western
Blot nachgewiesen werden. Die Herstellung von ,16slichem® Protein wurde unternommen, als
bei dem B8R-Protein aus der denaturierenden Aufarbeitung keine biologische Aktivitdt im
IFN-y neutralisierenden Assay nachgewiesen werden konnte. Dabei war grundsétzlich
festzustellen, daf3 die Bakterien bei der verringerten Inkubationstemperatur von nur 25° C ein
veréndertes Wachstumverhalten haben. Das auf3ert sich darin, das auch nach funfstiindigem
Wachstum nur eine verringerte Zelldichte und damit einhergehend auch eine reduzierte
Zellausbeute in der Kulturlésung zu beobachten war, und zum anderen in der nicht so steilen

logarithmischen Wachstumsphase direkt nach Induktion mit IPTG.
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Minuten nach Induktion

Produktion 0 45 90 135 180 225 270 Plasmid-Konstrukt
2500 — ‘““‘—“—" HIS Tag
50 uM IPTG
I6sliches Protein T T— Strep Tagll (N-terminal)
37°C ———— His Tag
1mMIPTG -
Inclusion Bodies T e c Strep Tagll (N-terminal)

Abbildung 3.9: Kontrolle der Expressionsoptimierung von verschiedenen B8R-Fusionsproteinen bei
Einflu? von Inkubationstemperatur und IPTG Konzentration im Western Blot. Primérer Antikorper bei
dem His Tag Konstrukt war der Anti-Xpress-Antibody von Invitrogen. Zur Identifizierung des
Strep Tagll Fusionsproteins wurde die Streptavidin alkalische Phosphatase von Amersham verwendet.

Bei den in Abbildung 3.10 dargestellten Fusionsproteinbanden wurden jewells gleiche Mengen
Protein aufgetragen. Der von den Bakterien |Gsich produzierte Anteil fallt im Vergleich zur
Inclusion body Fraktion deutlich kleiner aus, da auch unter diesen Verhédtnissen sich immer
noch Einschluf3kdrperchen mit Protein bilden. Da jedoch bei der Aufarbeitung von 16slichem
B8R-Protein die Renaturierung umgangen werden kann, bei der ein grof3er Anteil an Protein
ausfallt, werden alle folgenden Proteinpraparationen mit diesem Material durchgefihrt.

3.4 Biologisch aktives B8R aus Vaccinia Virus

IFN-y ist ein Protein, das fast ausschliefdlich mit seinem membranstandigen IFNGR
wechselwirkt. Die Ausnahmen sind zum einen korpereigene, 16sliche, Rezeptoruntereinheiten
und zum anderen Proteine die von Viren gebildet werden. Diese viralen Proteine blockieren
durch Bindung an IFN-y das dazugehdrige wirtseigene Immunsystem. In zwel unterschiedlichen
Modellsystemen wurde die Bindungsféhigkeit des B8R-Proteins von Vaccinia Virus (VR-119)
an IFN-y bestimmt. Zum einen wurde in einem modifizierten antiviralen Assay die
neutralisierende Wirkung in vivo untersucht. Zum anderen wurden durch Experimente mit *P

markiertem IFN-vy in vitro Untersuchungen zur Bindungssttchiometrie vorgenommen.
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3.4.1 |IFN-y Neutraliserungsassay

Bei diesem Assay handelt es sich um ein Testsystem mit dem es moglich ist, die
neutralisierende Interaktion zwischen dem viralen Protein B8R und IFN-y festzustellen. Der
Neutralisierungsassay basiert auf dem antiviralen Assay, in dem die Reduktion des
zytopatischen Effektes von Encephalomyocarditis Virus (EMC) auf A549 Zellen nach
Behandlung mit IFN-y bestimmt wird. Der Assay wurde in erster Linie zur Bestimmung der
biologischen Aktivitét der rekombinant hergestellten B8R-Proteine verwendet. Aul3erdem war
es mit dem Testsystem moglich, eine Aussage Uber die Konzentration der neutralisierenden
Units vorzunehmen.
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Abbildung 3.10: Mikrotiterplatte des |FN-y inhibierenden Assays.

96-Well Platte mit geférbten A549-Zellen nach Beendigung der Inkubationsphase mit EMCV und
Férbung mit Kristallviolett. Allein die vitalen Zellen sind in der Lage den Farbstoff aufzunehmen
und sind blau geférbt. Wells mit lysierten Zellen sind hell.

Legende: -:Viruskontrolle; +: Zellvitalkontrolle; Stdbst: IFN-y Standardbestimmung

(IFN-y Konzentrationsabnahme von oben nach unten); 1 — 8 Wells zur Probentestung.

Abbildung 3.10 zeigt das Ergebnis eines |FN-y Neutralisierungsassays zur Bestimmung der B8R
Units/ml. Die A549 Zellen sind in einigen Wells vollsténdig lysiert, wéhrend in anderen Wells
die blaue Farbung den vitalen Charakter der Zellen anzeigt.

Fur eine Beurtellung wurde auf jeder Platte eine IFN-y Standardbestimmung durchgefihrt. Der
laborinterne Wildtyp rhulFN-y (spezifische Aktivitat: 2 x 10" U/mg) wurde auf eine
Konzentration von 100 U/ml eingestellt. Ausgehend von diesem Wert wurden 1:3

Verdunnungen in die darunterliegenden Wells pipetiert. Die IFN-y Konzentration, die einen
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50 %igen Virenschutz vermittelt, wurde definitionsgemdl die Aktivitat von 1 U zugewiesen.
Der Konzentrationsiibergang von durch IFN-y vermitteltem Schutz zu keinem Schutz wurde
somit am Ubergang vom vierten Well (1,23 U/ml) in das funfte Well (0,41 U/ml) erreicht. Alle
Messungen zur Bestimmung der neutralisierenden Wirkung von B8R auf IFN-y wurden

mindestens dreimal pro Probe durchgefihrt.

Folgende rekombinant hergestellten und aufgereinigten B8R Proben wurden zur Bestimmung

der biologischen Aktivitdt in den neutralisierenden Assay eingesetzt:

Fusionsprotein B8R aus Vektor pTrcHis B (Abschnitt 3.3)

Fusionsprotein B8R-His Tag aus modifizierter Vektor pTrcHis (Abschnitt 3.3)
Fusionsprotein B8R N-Term Strep Tag (Abschnitt 3.3)

B8R aus stabiler und transienter CHO-Transfektion (Abschnitt 2.10.5)

A w0 DN P

Samtliche Proben der hier aufgelisteten B8R-Proteine zeigten im neutralisierenden Assay keine
biologische Aktivitét. Das eingesetzte Material (1./2./3.) war grundsétzlich Uber eine zweistufige
chromatographische Aufarbeitung gereinigt worden. Strukturelle Veranderungen, die im
Rahmen der Aufarbeitung am Protein entstanden sind und einen negativen Einfluld auf die
biologische Aktivitéat haben, konnten zu keinem Zeitpunkt ausgeschlossen werden. Aus diesem
Grund wurden nicht nur die hochaufgereinigten Proteinproben in den Assay eingesetzt , sondern
auch Aligquote von sémtlichen Ausgangs- und Zwischenreinigungsprodukten. Dazu wurden alle
in den in vivo Assay eingesetzten Proben auf einen fur die A549 Zellen moderaten pH-Wert
gepuffert und zur Abtrennung von moglichen Verunreinigungen sterilfiltriert.

Proben, die nur minimal aufgereinigt waren, und dazu zahiten vor allem Uberstande von
ultraschallbehandelten E.coli-Lysaten oder angereicherte und aufgebrochene Inclusion-body-
Fraktionen, hatten zum Teil einen extrem hohen Fremdproteingehalt. Eingesetzt im IFN-y
Neutralisierungsassay wurden die A549 Zellen mit einem Protein- und Lipidfilm bedeckt, der
eine objektive Auswertung nicht erlaubte. Bel Proteinproben, die im Westernblot eindeutig als
B8R-Fusionsprotein identifiziert wurden (Abschnitt 3.3.1), konnte unter den durchgefuhrten

Bedingungen keine biologische Aktivitét nachgewiesen werden.
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3.4.2 B8R Gewinnung durch Infektion von Vero Zellen mit Vaccinia VirusVR-119

Die biologische Funktion von B8R verlangt eine Sekretion des Proteins aus der Zelle in den
Uberstand. AuRRerhalb der infizierten Zelle bindet der Viroceptor an IFN-y und blockiert somit
die Initiationsreaktion fur eine durch das Cytokin vermittelte Signaltransduktion.

Zur Gewinnung von B8R-Protein aus dem Uberstand wurden Vero Zellen, die einen
80 % - 90 % Monolayer gebildet hatten, mit Vaccinia Virus VR-119 infiziert. Zur Infektion
wurde das FCS-haltige Medium abgenommen und durch 5 ml FCS-freies Medium ersetzt. Der
eingesetzte Virustiter entsprach ca. 10 PFU/Zelle. Das geringe Volumen von nur 5 ml wurde
nach der 15 mindtigen Adhéarierungsphase der Viren an die Zellen mit weiteren 10 ml Medium
aufgefillt. Nach sechs Stunden war bel den ersten Vero-Zellen eine morphologische
Veranderung zu erkennen: Deformation der Zellmembran, Tendenz zur Ausbildung von
kugeligen, an Stelle von langgestreckten Zellformen. Nach weiteren sechs Stunden war bei allen
Verozellen der massive Virenbefall deutlich erkennnbar. 80 % aller Zellen hatten eine kugelige
Form angenommen und innerhalb der Zellen waren granuldre Bereiche zu erkennen. Zum Teil
lagerten sich benachbarte deformierte Zellen aneinander. Durch den massiven Eingriff in den
Zellhaushalt war die Proliferation der Vero Zellen nach der Infektion vollig eingestellt worden.
Vereinzelt waren bereits lysierte Zellen, oder Zelltrimmer zu erkennen. Nach 30 Stunden wurde
der Medientberstand geerntet, zu diesem Zeitpunkt waren sdmtliche Zellen in der Kulturflasche
lysiert. Das Medium war durchsetzt mit zusammengeklumpten, lysierten Zellen oder
Zelltrimmern. Das Medium wurde von Zellbestandteilen durch Zentrifugation abgetrennt und
bei —20° C gelagert.
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3.4.3 Bestimmung der B8R Aktivitat im Kultur Giber stand

Der neutralisierende Assay wurde zu Beginn der Promotionsarbeit als ein Modellsystem
etabliert, mit dem auf einfache und schnelle Weise die biologische Aktivitét der aufgearbeiteten
B8R Proben getestet wurde. Spéter diente der Assay zur Konzentrationsbestimmung der
neutralisierenden B8R-Units. Zur exakten Quantifizierung wurden die zu untersuchenden
Aliquote auf der Mikrotiterplatte systematisch so verdunnt, daf3 ein Konzentrationsraster
entstand. Mit dieser Aufteilung war es moglich die B8R-Konzentration mit einem Fehler von
2.000 U/ml zu bestimmen. Die Mikrotiterplatte in Abbildung 3.11 zeigt das Ergebnis eines
solchen IFN-y neutralisierenden Assays zur B8R Quantifizierung. Das Testsystem ist auf Grund
seiner biologischen Ausrichtung nicht in der Lage einen auf 1 - 2 Wells begrenzten Ubergang
von geschitzten zu ungeschitzten Zellen darzustellen. Diese relative Unschéarfe wird jedoch

durch die feine Konzentrationsrasterung bei der Auswertung kompensiert.

=+

Stdbst

H
[<2]
) 0

\
&+
)~
D

QOONOOO .
000000600
XXX XXX
ecoseed .
(X XXX K NOR
o600 e®™
oeose® -
YYXERE
0@ @® ¢

®®®® D

T © M mMm O O W >

)
00000 EeD-

L
&
r
@

Abbildung 3.11: Mikrotiterplatte zur Bestimmung der IFN-y neutralisierenden B8R Einheiten. Die
B8R Probe wurde in der Inkubationsplatte in Spalte A von rechts nach links pro well 9+1verdinnt.
Anschliel3end erfolgte fur jede Probenreihe (1 — 8) eine 1:3 Verdinnung. Dadurch wurde eine feine
Konzentrationsrasterung gewahrleistet, die eine genaue Aktivitatsbestimmung ermdglichte.

Proben, in denen die Konzentration der neutralisierenden IFN-y Einheiten bestimmt werden
sollten, wurden in der Regel 3 mal vermessen. In einigen Féllen war das Probenvolumen jedoch
so gering, dai3 lediglich eine Einmalmessung vorgenommen werden konnte. Tabelle 3.6 enthalt
die B8R Konzentrationen aus funf Infektionsexperimenten. Der angegebene Wert ergibt sich aus
dem arithmetischen Mittel der IFN-y Konzentrationen bei der zum einen mehr als 50 % der
Testzellen vital, und zum anderen mehr als 50 % der Zellen letal waren.
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Infizierter Zelltyp | FN-y neutralisierende B8R-Einheiten (Unit/ml)
Vero (1) 7,6 x 10
Vero (2) 82x 10" Die Bestimmung der B8R Konzentration in allen
Vero (3) 7,2 x 10 Proben wurde mit einer Genaugkeit von
A549 6.6 x 10¢ +/- 2.000 Unit/ml vorgenommen.
L929 5,7 x 10

Tabelle 3.6: Bestimmung der B8R Aktivitét bei verschiedenen Infektionsversuchen in unterschiedlichen
Zellinien.

3.4.4 Kinetische Untersuchungen zur B8R Expression

Aus den vorangegangenen Analysen ging hervor, dal3 biologisch aktives B8R-Protein durch
Infektion mit Vaccinia Virus VR-119 gewonnen werden kann. Eine Vermehrung des Virus ist
nur dann effektiv gewahrleistet, wenn das wirtseigene Immunsystem blockiert wird. Eine frihe
Synthese und eine schnelle Freisetzung von B8R in das umliegende Medium ist V oraussetzung.

In einer Studie wurde der zeitliche Verlauf der B8R Ausschittung in das Medium verfolgt.

X XX LEEEX Y.
reeensnceee

Stdbest 1h 1,5h 2h 2,5h 3h 24h
Zeit nach Infektion mit VR-119

Abbildung 3.12: IFN-yinhibierender Assay zur kinetischen Bestimmung der Freisetzung von B8R bei
Vero Zellen nach Infektion mit VR-119.
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Diein den Versuch eingesetzten Vero Zellen hatten einen 100 % Monolayer gebildet als sie mit
dem Vaccinia Virus VR-119 mit einem Virustiter von ca. 10 PFU/Zelle infiziert wurden. Nach
60 min wurde das Medium vollstandig abgenommen und die Zellen einmalig mit Medium
gewaschen. Anschlief3end wurde die Kulturflasche mit 5 ml frischen Medium beftillt und in den
Brutschrank gestellt. Diese Vorgehensweise zum Austausch des Mediums wurde alle 30 min
weitere viermal durchgefuhrt, so daf? eine Kinetik zur Synthese von B8R Uber einen Zeitraum
von drei Stunden nach Infektion erreicht wurde. Der IFN-y inhibierende Assay in
Abbildung 3.12 verdeutlicht den B8R Spiegel zu den angegebenen Zeitpunkten. Wie nicht
anders zu erwarten, tritt das Protein bereits in einer sehr frihen Phase (60 min) in Erscheinung.
Im Zeitintervall 90 min — 120 min erreicht das Medium die maximale B8R Konzentration. Die
Zunahme des B8R-Proteins im Zeitraum von 60 min—90 min ist groRer als der Abfall im
Zeitraum von 120 min - 150 min. Der 24-Stundenwert zeigt eine deutlich grof3ere Konzentration
als die Probe des Zeitabschnittes 150 min — 180 min. Hier tritt ein kummulativer Effekt des
Zeitintervalls 3h - 24h auf, da die Synthese von B8R wahrscheinlich zu keinem Zeitpunkt
vollstandig abgestellt wird.

3.4.5 Vermehrungvon Vaccinia Virusin L929, A549 und Vero Zellen

Poxviridae stellen eine pathogene Erregerfamilie dar, die sich nicht auf einen spezifischen Wirt
spezialisiert haben. Als konservatives Zellsystem zur Virusvermehrung wurde in den Unterlagen
der ATCC Vero Zellen angegeben. Trotz dieser Empfehlung wurden bei den Infektions-
versuchen auch andere Zellsorten verwendet. Zum einen A549, eine humane epitheliale
Carcinomalungenzellinie und zum anderen murine Fibroblastenzellen L929, die in unserer
Abteilung zur Vermehrung des murinen Encephalomyocarditis Virus (EMCV) verwendet
werden. Die Ausbeuten bei der B8R Produktion in diesen Zellen sind in Tabelle 3.6 aufgelistet.
In Abbildung 3.13 ist das Ergebnis einer rein qualitativen Vergleichsuntersuchung der drei
Zellsorten auf B8R Produktion abgebildet. In die Kontrollreihe wurde Uberstand aus einer nicht
infizierten Verozellkultur eingesetzt.
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Abbildung 3.13: Qualitative Vergleichsbestimmung der B8R Konzentration aus den drei Zellinien
Vero, A549, L929.

3.4.6 Existiert ein B8R-Cofaktor

In drei verschiedenen Zellsorten konnte erfolgreich die Produktion von biologisch aktivem
B8R-Protein gezeigt werden. In dem rekombinant hergestellten und aufgereinigten B8R-Protein
hingegen konnte bis dato keinerlel biologische Aktivitét nachgewiesen werden. Da in dem
IFN—y neutralisierenden Assay jeweils der unaufgereinigte Uberstand einer infizierten Zellkultur
eingesetzt wurde, sollte ein Experiment Aufschlul® Gber einen moglichen dritten, noch
unbekannten Faktor bei der IFN-y Inhibierung geben. Dazu wurde Uberstand von einer
infizierten Vero Zellkultur additiv mit rekombinant hergestelltem B8R-Protein in den IFN-y
inhibierenden Assay eingesetzt. Die Proteinmenge des eingesetzten rekombinanten B8R
Materials war um den Faktor 1.000 grof3er, als die B8R Konzentration die im Kulturiberstand
anzutreffen war. Sollte vom Vaccinia Virus VR-119 ein fur die Protein-Proteininteraktion
notwendiger Cofaktor gebildet worden sein, so sollte im IFN-y neutralisierenden Assay unter
diesen Versuchsbedingungen bei den rekombinanten Proben eine deutliche Steigerung der
neutralisierenden Aktivitét nachgewiesen werden.
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Die Mikrotiterplatte in Abbildung 3.14 offenbart, dal3 trotz 1.000facher Konzentration von
rekombinantem B8R Material keine Erhohung der IFN-y neutralisierenden Aktivitét eingetreten
ist. Es handelte sich bei den eingesetzten Proben um zwei hochaufgereinigte Fusionsproteine
(HisTagin Lane 3 und Strep Tag in Lane 4) sowie um Kulturiberstand aus einer stabilen CHO
Transfektion (Lane 2). Aus Griinden der Vollstandigkeit wurden in das Testsystem auch Proben
von weniger stark aufgereinigtem rekombinanten B8R-Material eingesetzt (nicht dargestellt). In
keiner Probe wurde ein Anstieg der neutralisierenden Aktivitét festgestellt.
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Abbildung 3.14: Assay zur Untersuchung auf einen weiteren
Faktor bei der Anbindung von B8R an IFN-y.

Die Summe der Daten aus dem IFN-y inhibierenden Assay ergeben folgendes Bild:

Vaccinia Virusist in der Lage in drei Zellinien unterschiedlicher Spezies unter Ausnutzung des
wirtseigenen Proteinsyntheseapparates B8R-Protein zu synthetisieren, das hulFN-y bindet und
dadurch neutralisiert wird. Die Konzentration an exprimierten B8R wurde bei infizierten
Verozellen auf durchschnittlich 7,7 x 10* neutralisierenden B8R Units bestimmt. Bei einer
infizierten Zellzahl von 2 x10° in der Kulturflasche ergibt das eine Produktionsrate pro Zelle
von 6 x 10° Molekiilen in 24 Stunden.
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3.5 Crosslinking Ergebnisse

Auf Grund der Tatsache, dal? fir das B8R-Protein noch kein Antikorper zur Verfigung steht,
wurde nach einer sensitiven Methode zur Identifizierung einer Wechselwirkung von B8R mit
IFN-y gesucht. Vorhandene Antikorper fur IFN-y erwiesen sich alle als neutralisierend und
kamen somit nicht zum Einsatz. Die Markierung von Proteinen mit radioaktiven Isotopen, die
spezifische Bindung dieses Proteins an das Zielprotein und die sich daran anschliefl3ende
Autoradiographie stellt in diesem Fall die optimale Losung zur Analyse des Bindungs-

vermdgens von B8R aus Vaccinia Virus an |FN-y von verschiedenen Spezies dar.

3.5.1 Kopplung von y-*P an | FN-y ver schiedener Spezies

Voraussetzung fur Untersuchungen zur Proteinwechselwirkung zwischen B8R und IFN-yist die
Gewahrleistung von ausreichend radioaktiv markiertem IFN-y. Nach der Reaktion zur Kopplung
von y-**P durch die cAMP abhangige Protein Kinase an IFN-y lag der groRte Teil des
eingesetzten y-**P-ATP noch immer in der L6sung ungebunden vor. Die Abtrennung von freiem
v-*P-ATP von markiertem | FN-y wurde durch eine erschipfende Dialyse erreicht. Dazu wurden
die verschiedenen Ansétze in Dialyseschlduche mit einer Ausschlu’3grofie von 30 kDa gegeben
und fur 72 h bei dreimaligem Wechsel der Pufferlésung dialysiert. Die am Ende im y-Counter
gemessene Radioaktivitét in der Dialysel6sung betrug lediglich 0,02 %0 der anfanglich
bestimmten Aktivitat.

Die erfolgreiche Phosphorylierung von murinem und humanem IFN-y ist in Abbildung 3.15

IFN-y
human murin

81,0 — ' - 81,8

47,5 — . —47,5

35,3 - —-35,3 .

28.2 - 28,2 <— IFN-y dimer

20,8 — - 20,8

MW Mw <— IFN-y monomer
(kDa) (kDa)

Abbildung 3.15: Erfolgreiche Radiomarkierung von humanem und murinem IFN-y mit y-*P.
Es wurde jeweils nur 1 pl der gelabelten Proteinldsung auf das Gel aufgetragen und die
Expositionszeit fur diese Autoradiographie betrug 30 min.
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dargestellt. Deutlich sind die unterschiedlichen Grof3en der beiden Interferone zu erkennen.
Freiesin der Losung befindliches y-*P-ATP sollte an der Lauffront des Geles auftreten. Bei der
in Abbildung 3.15 dargestelltem Autoradiographie ist jedoch die Lauffront wahrend der
el ektrophoretischen Auftrennung der Proteine aus dem Gel gewandert und ist somit hier nicht
vorhanden. Teilweise ist bei nachfolgenden Autoradiographien das feie y-**P-ATP am unteren
Rand der Autoradiographie zu erkennen.

Unter Beachtung der extrem kurzen Autoradiographiezeit bei diesem Gel von nur 30 min und
den dennoch deutlichen Signalen der beiden IFN-y Monomeren, wird die hohe Effektivitét
dieser Phosphorylierungsreaktion erkennbar. Neben den Schwérzungen, die durch das
monomere |FN-y entstanden sind, existieren auch Dimerbanden bei hulFN-y mit einer Grof3e
von ca. 34 kDaund bei dem mulFN-y in einer Grof3e von ca. 31 kDa.

Die radioaktive Markierung von IFN-y von der Ratte ist trotz dreimaliger Wiederholung des
Versuches nicht gelungen. In Abbildung 3.16 ist in Lane 1 ratl FN-y Proteinmaterial (1 pl) vom
Zeitpunkt direkt nach der Kopplungsreaktion, und in Lane 2 die gleiche Menge Protein nach
erschopfender Dialyse aufgetragen.

Ratten IFN-y

1 2

81,0 — — 81,8

47,5 - _475

35,3 — “ —35,3

28,2 — — 28,2

20,8 — —20,8
MW MW Abbildung 3.16: Phosphorylierungsversuch von
(kDa) (kDa) rat IFN-y mit *P-ATP. Lane 1: Aliquot direkt nach
- der Phosphorylierungsreaktion; Lane 2: nach

Dialyse.

Die intensive Schwarzung am unteren Rand der Abbildung ist durch freies ungebundenes
v-*P-ATP verursacht. In dieser Lane, wie auch in Lane zwei, ist kein monomeres ratl FN-y zu
identifizieren. Eine zu niedrig eingesetzte Proteinkonzentration kann ausgeschlossen werden.
Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dal’ die verwendete Substanz gar kein ratlFN-y war oder
aber in einem degradierten, nicht nativen Zustand mir zur Verfligung stand. In den
anschlief3enden Versuchen wurde mangels radioaktiv markiertem ratl FN-y ausschliefdlich mit

murinem und humanem Material gearbeitet.
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3.5.2 Natives B8R bindet hul FN-y

Auf Grund der biologischen Funktion des B8R-Proteins sollte es im Kulturmedium von mit
Vaccinia Virus infizierten Zellen zu finden sein. In einer Versuchsreihe wurden
Kulturtubersténde mit B8R-Protein von verschiedenen Infektionsansétzen auf ihre IFN-y
bindende Wirkung getestet. Jeweils 100 pl der zu untersuchenden Kulturlésung wurde mit
einem 5 pl grof3en Aliquot des radioaktiv markierten hul FN-y fir die Dauer von einer Stunde
bei 37° C inkubiert. Die detaillierte Beschreibung und praktische Vorgehensweise fur alle
darauffolgenden Schritte und die Kopplungsreaktion ist unter Abschnitt 2.6 beschrieben. In
Abbildung 3.17 ist das Ergebnis eines der durchgefihrten Autoradiographien dargestellt. Beide
Proben von infizierten Vero-Zellen weisen eine Proteinbande mit einer Grof3e von ca. 47 kDa
und eine weitere mit einem Molekulargewicht zwischen 70 kDa und 80 kDa auf. Die
mitgefuhrten Kontrollen hingegen haben in dieser Grof3e kein Signal. Bel den Kontrollen
handelt es sich auf der linken Spur um radioaktiv markiertes hul FN-y (Beschriftung: IFN-y), und
die linke Spur zeigt das Ergebnis einer Inkubation von **P markiertem hulFN-y mit nicht
infiziertem Vero-Zellkulturiberstand. Bel der Bande mit einer Grof3e von ca. 47 kDa handelt es
sich um den Proteinkomplex zwischen B8R und monomeren hul FN-y. Das Auftreten von einem
Komplex mit einem monomeren IFN-y ist dadurch zu erkaren, dafld es bel der Crosslinking
Reaktion nur zu einer Kopplung zwischen dem B8R-Protein und einer Proteinkette des IFN-y
gekommen ist. Die im Anschlul3 an die Kopplungsreaktion vorgenommene Behandlung in SDS-
Probenpuffer flhrt zu einer Denaturierung aller Proteine und bei der Autoradiographie werden
nur die Komplexe detektiert, bei denen DSS eine feste Bindung ausgebildet hat. Die Bande im
hohermolekularen Bereich ist ein Komplex aus B8R und einem hul FN-y Dimer.
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Kontrolle B8R-Proben
IFN-y Vero-Lsg. 1 2

81,0 — ” ' — 81,8 Komplex
Y

47,5 — 475 B8R + IFN-¥ mono
. “ <€ Komplex
35,3 — — 35,3 IFN-ydimer
<
28,2 — — 28,2
20,8 — “;20,8 IFN-y monomer
Y
MW 2 MW
(kDa) ® e

Abbildung 3.17: B8R aus dem Uberstand von infizierten Vero-Zellen bindet IFN-y. Die beiden B8R-

Proben stammen aus zwei unterschiedlichen Infektionschargen.

Zur genaueren Bestimmung des Molekulargewichtes des B8R-Viroceptors aus dem
Kulturiberstand von infizierten Vero Zellen wurde ein 10 %iges SDS-Gel mit einer
Trennlauflange von 17 cm hergestellt. Die Qualitét der Auftrennung in diesem Gel (Abbildung
3.18 auf Seite 86) ist deutlich besser, so dal3 eine genauere Abschéatzung der Molekulargrofien
fur die Banden moglich ist. Das Gel sollte auch Aufschluld Uber die stochiometrischen
Bindungsverhéltnisse zwischen B8R und IFN-y bringen. Daim Molekularbereich bis 50 kDa die
Auftrennung im Mini-Gel ausreichend war, wurde beim Lauf des 17 cm-Geles der Schwerpunkt
auf eine Trennung der Proteine im héhermolekularen Bereich gelegt. Bel der Auswertung der
Autoradiographie des Gel-Shift-Assays (Abbildung 3.18) wurde ein Komplex aus B8R und
monomerem |FN-y mit einer Molekulargrofie von 50 kDa bis 54 kDa identifiziert (Komplex 1).
Komplex 2 mit einer Masse von 73 kDabis 77 kDa wurde als B8R mit einem dimeren IFN-y
bestimmt. Oberhalb des Molekularmarkers mit der Gréfie 106 kDa konnnte ebenfalls noch eine
Bande festgestellt werden (Komplex 3). Unter Bertcksichtigung der bekannten Masse von
rhul FN-y von 33.5 kDa fuir das Dimer, zeichnet sich folgendes Bild ab: B8R aus dem Uberstand
von mit Vaccinia Virus VR-119 infizierten Vero Zellen hat eine Molekulargrof3e von ca. 38 kDa
bis 42 kDa. Das Gel veranschaulicht auch die stéchiometrischen Verhdtnisse bei der Bindung
der beiden Proteine untereinander. Komplex 3 ist aus einem IFN-y Dimer und zwei B8R-

Proteinen zusammengesetzt.
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B8R-Proben Kontrolle
1 1a 2 IFN-y

Komplex3
— 106 kDa
Komplex 2 — 81,0 kDa

Komplex 1 o
~ - — 47,5 kDa
- — 35,3 kDa

IFN-y dimer
— 28,2 kDa

‘ IFN-y monomer
! <

Abbildung 3.18: Autoradiographie vom Gel-Shift-Assay. Das 17 cm lange 10 % SDS-Gel wurde zur
Identifizierung von Komplexen von radioaktiv markiertem hulFN-y und B8R nach Crosslinking
Reaktion angefertigt. Bei den B8R Proben handelt es sich um Kulturiibersténden von infizierten Vero
Zellen aus zwei Infektionschargen (1; 2). Probe laist eine Verdinnung von Probe 1.
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3.5.3 Bindungsversuche mit rekombinantem B8R aus E.coli

Nachdem mit nattrlich hergestelltem B8R aus Vero Zellen eine Interaktion zwischen IFN-y und
B8R im Gel-Shift-Assay zweifelsfrei festgestellt werden konnte, wurde alle hergestellten
rekombinanten B8R-Fusionsproteine auf eine

C‘?_l;;erﬁqu;aa% ﬁgi"%ﬂe Bindung mit IFN-y untersucht. Als
P1 P2 Positivkontrolle wurde bei jedem Gel-Shift-Assay
- (m) eine B8R Probe aus infizierten Vero

. 81,0 Kulturlibersténden mit eingesetzt. In Abbildung

‘ —47.5 3.19 ist die Autoradiographie eines Gel-Shift-

.‘ 35,3 Assays mit zwei Chargen hochaufgereinigtem

- 282 B8R Strep Tag Fusionsproteinen (C-terminal)

'_20,3 dargestellt. Bei dem eingesetzen Fusionsprotein

konnte keinerlei Bindung zu hul FN-y beobachtet
‘ werden. Ebenfalls konnte keine Bindung von
IFN—y und B8R His Tag Fusionsprotein

Abbildung 3.19: Autoradiographie eines _ )
Gel-Shift-Assay mit zwei Chargen von (N-terminal) festgestellt werden. In Abbildung
rekombinantem B8R-Fusionsprotein mit

Stren Tag (C-termingl). 3.20 ist auf der rechten Seite auch eine Probe

aufgetragen die nach dem Protokoll in Abschnitt
2.4.3 behandelt wurde.

His Tag | positiv His Tag ppositiv
N-terminal |Kontrolle IB Kontrolle
MW MW
»w e - o) » o
- 81,0
B

. — 81,0
B
Sase > B

- 28,2 - 28,2

i Bl
Abbildung 3.20: Rekombinant hergestellte B8R Fusionsproteine im radioaktivem Gel-Shift-Assay. Die

drei Proben His Tag N-terminal wurden nach dem Protokoll fir l16slliche Proteine produziert. Bei der
His Tag IB (inclusion body) Probe (rechts) konnte kein Interaktion mit |FN-y nachgewiesen werden..
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3.5.4 Bindungsversuche mit rekobinantem B8R aus CHO Zellen

Der Uberstand von CHO Zellen, die durch eine stabile oder transiente Transfektion (Abschnitt
2.10.5) das B8R Gen trugen, wurde ebenfalls im radioaktiven Gel-Shift-Assay auf aktives
B8R-Protein untersucht. Es konnte jedoch in keiner Probe eine Komplexbildung zwischen

|FN-vy und B8R nachgewiesen werden.

Kontrollen B8R/CHO Transfektionen
Ymono  Yeimer 3 stabile ‘ 4 transiente
— 106
06 ':...¢..o_m
81,0 — _475
47,5 — -
IFN-y dimer
— 35,3 14
35,3 — - - e R {
si- - EEee o

— 20,8 IFN-y monomer

20,8—-—....... <

MW MW

(kDa) m (kba) freies *’P-ATP
- '

Abbildung 3.21: Kontrolle der verschiedenen CHO Uberstande auf Expression von nativem B8R
im radioaktivem Gel-Shift-Assay.

y

3.5.5 B8R ausdrei verschiedenen Zellinien bindet hul FN-y

Die Tatsache, dald bei der Vermehrung von Vaccinia Virus nicht nur die von der ATCC
empfohlenen Vero Zellen zum Einsatz kamen, ist auf ein Vertauschen von Zellinien
zuriickzufUhren. Die Ergebnisse einer ungewollten Infektion von L929 und A549 Zellen waren
jedoch so vielversprechend, dafd mit dem Kulturtberstand dieser Zellen Experimente angestrebt
wurden. DarUber hinaus konnte die Beobachtung gemacht werden, dal3 eine PFU-Bestimmung
mit L929 Zellen wesentlich effektiver geleistet werden kann. In Experimenten, in denen alle
drei Zellinien mit dem gleichen Virustiter infiziert wurden, konnte kein Unterschied bei der
Virulenz fir die verschiedenen Zellen festgestellt werden. Die genaue und effektive
Bestimmung der PFU bel der Zellinie L929 ist durch eine extrem scharfe Abgrenzung zwischen
letalen und vitalen Zellen moglich.

Die Kulturtuberstande der Zellinien L929 und A549 wurden auf IFN-y bindendes B8R
untersucht. In Abbildung 3.22 ist das Ergebnis eines radioaktiven Gel-Shift-Assays abgebil det,

in dem je drei Proben einer jeden Zellinie aufgetragen wurden. In allen Féllen konnten
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Komplexe aus radioaktiv markiertem IFN-y und B8R-Protein nachgewiesen werden.

Unterschiede an den B8R-Proteinen aus den verschiedenen infizierten Zellinien sind anhand

dieses Gels nicht festzustellen. Alle im Gel auftretenden Komplexe, in Form von IFN-y as

Monomer gekoppelt an B8R oder IFN-y als Dimer gekoppelt an B8R, zeigen ein identisches

Laufmuster im Gel.

B8R aus der Zellinie
Vero A549 L929
P1 2h 24h P2 2h 24h | P3 2h 24h
B8R + IFN-Y gimer

Komplex
— . > ] P 381
81,0 ‘ E 81,8 ' BBR+ IFN-Y rano
47,5 . , — 47,5 € Romplex

g -
-“ < IFN-ydimer

28,2 — — 28,2

MW - AR Y
100 L i e

Abbildung 3.22: B8R aus drei verschiedenen Zellinien bindet hulFN-y. P1; P2; P3: Uberstand von
infizierten Zellen, nach 36 Stunden Inkubation. Kulturiiberstand der verschiedenen Zellen aus der

kinetischen Untersuchung zur B8R Expression.
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3.5.6 Bindungsversuchevon B8R an hul FN-y und mul FN-y

Alcami & Smith (Alcami et al., 1995) publizierten eine durch B8R hervorgerufene Bindung und
Inaktivierung von ratlFN-y und hulFN-y. In den gleichen Experimenten, die sie 1995
veroffentlichten, stellten sie fest, daf3 B8R jedoch nicht in der Lage ist, die Wirkung von
murinem IFN-y zu blockieren. Bei einem Vergleich der IFN-y Aminosaureseguenzen von
verschiedenen Spezies (hu; mu; ra; ov) erscheinen die Homologien evident. Bel einem separaten
Vergleich von mouse IFN-y und rat IFN-y ist eine Aminosaureidentitat von 85 % festzustellen.
Mit dem B8R-Protein aus drei unterschiedlichen Zellinien wurde das Ergebnis aus der
Publikation Uberprift. Dazu wurden hul FN-y sowie mulFN-y auf vollig identische Weise mit
den drei ZellUberstanden inkubiert, der Crosslinking Reaktion unterzogen und dann im
Gel-Shift-Assay eingesetzt. Das Ergebnisist in Abbildung 3.23 dargestellt. Wie bereits aus dem
vorherigen Experiment bekannt war, hat B8R die Potenz hul FN-y zu binden, unabhangig davon
durch welche Zellinie das B8R-Protein produziert wurde. Bel mulFN-y ist das Ergebnis des
Assays inhomogen. Eindeutig konnte bei B8R-Protein, das in der humanen
Lungencarcinomamzellinie A549 produziert wurde, eine Bindung an mulFN-y identifiziert
werden. Die Aushildung der verschiedenen Komplexe bestehend, aus einem |FN-y Monomer
und B8R sowie einem IFN-y Dimer und B8R, sind zweifelsfrei festgestellt. BBR-Protein aus den

anderen beiden Zellinien hingegen zeigt nicht dieses Bindungsvermogen an mul FN-y.
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Kontrolle Uberstinde von
v32P-IFNy A549 Vero L929
NUmono AUgimer Mu hu mu hu mu hu mu
106 — ' -106 — B8R + IFN-Y gimer
81,0 — - —-810- Komplex
. . B8R + IFN-y
— — 47 _ 4 mono
4rs ° - <—Romplex

35,3 — . -353- . ' .
. %%

20,8 — I ‘ I_ 20,8 - IFN-y monomer

(kDa) (kDa)
Abbildung 3.23: Radioaktiver Gel Shift Assay. Test auf Bindung von B8R aus drei verschiedenen
Zélinien mit hul FN-y und mul FN-y.
Linke Seite Kontrolle: hu ;, :hulFN-y ohne Crosslinking Reaktion; hu ;.o :hulFN-y nach

Crosslinking Reaktion; mu: rekombinantes mulFN-y nach Crosslinking Reaktion; Rechte Seite
Uberstande der drei Zellinien inkubiert mit hul FN-y = hu oder mul EN-y = mu.

Die Ergebnisse der radioaktiven Gel Shift-Assays ergeben zusammengefalt folgendes Bild:
Nach der erfolgreichen radioaktiven Markierung von humanem und murinem IFN-y konnte
gezeigt werden, da? B8R-Protein im Uberstand von drei verschiedenen, mit Vaccinia Virus
VR-119 infizierten Zellinien vorhanden ist.

Bei der Bindung von B8R an hulFN-y konnten die stochiometrischen Bindungsverhaltnisse
identifiziert werden. Danach konnen zwei B8R-Proteine an ein IFN-y Dimer binden. Die Grof3e
des natirlich produzierten Viroceptors beléauft sich auf 38 kDa bis 42 kDa. Auf Grund der
theoretisch berechneten Gréfl3e von 31,1 kDa liegt die Vermutung nahe, dald das nattirlich
produzierte B8R-Protein glykosiliert vorliegt. Die Bindungsversuche zwischen mouse |FN-y
und B8R-Protein erbrachten ein uneinheitliches Ergebnis. Von den drei verwendeten infizierten
Zellinien war nur das B8R-Protein, welches durch A549 Zellen produziert wurde, in der Lage
mouse |FN-y zu binden. Bei rekombinant hergestelltem B8R-Protein aus E.coli als auch aus

CHO Zellen konnte keine Bindung zu | FN-y gezeigt werden.
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3.6 Molekularbiologische Herstellung der chimaren B8R/IFNGR
Konstrukte
Die Alignmentanalyse zwischen B8R und dem IFNGR1 haben die Konstruktion der chiméren
Rezeptoren nachhaltig mitbestimmt. Als Signal sequenz wurden beim ORF B8R die ersten zwolf
Aminosauren bis einschliefdlich 11e12 identifiziert (NCBI signal peptid prediction). Beim
Sequenzvergleich zwischen B8R und IFNGR1 wurden bis zur Aminosaure Thr209 Cluster mit
signifikanten Homologien identifiziert. ORF B8R hat mit 272 AS insgesamt 44 AS mehr als die
ECD des IFNGR1. Die Funktion dieser C-terminalen AS ist unbekannt. Bemerkenswert ist der
hohe Anteil von basischen AS und der daraus resultierende hohe isoel ektrische Punkt fur diesen
Bereich von 10,1. Bei der Herstellung der chiméren Rezeptorkonstrukte wurde auf den

C-terminalen Bereich aus den hier angegebenen Griinden verzichtet.

3.6.1 Konstrukt BSR/IFNGR1

Zur Herstellung der chiméren Rezeptorkonstrukte wurde mir von unserem Kooperationspartner
Herrn Dr. S. Kotenko aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. S. Pestka aus Piscataway, New
Jersey, USA, die cDNA der beiden IFN-y
Rezeptoren |IFNGR1 und IFNGR2
grol3zugigerweise zur Verfiigung gestellt. Die

cDNA-Fragmente wurden tber PCR modifiziert
und in die entsprechenden Expressionsplasmide
fur eine spétere Transfektion in CHO Zellen

kloniert.

Fur die Konstruktion des Zielplasmides pcDEF3
B8R*/IFNGR1 wurde eine dreistufige
Klonierungsstrategie entwickelt. In einem ersten
Schritt wurde eine Umklonierung des IFNGR1
Genes aus dem Plasmid pcDNA3 IFNGR1 in

pcDEF3 TF/GR1

Abbildung 3.24: Ausgangsplasmid den Vektor pcDEF3 vorgenommen. Dazu wurde

PCDEF3 TF/GRL. Auf dem Plasmid 5,5 gem Plasmid pcDNA3 IFNGRL mit den
befindet sich das beta Lactamasegen, das

fur eine positive Selektionierung in  Restriktionsenzymen BamH | und Xba | das

ampicillinhaltigen Medien verantwortlich . .
i st.p J vollsténdige IFNGR1 Gen herausgeschnitten und




RESULTATE

93

in den ebenfalls mit BamH | und Xba | geschnittenen Vektor pcDEF3 (Abbildung 3.24) ligiert.
Das entstandene Plasmid erhielt den Namen pcDEF3 IFNGR1 (Abbildung 3.25) und wurde
durch eine Identifikationsrestriktion auf Integritét Uberpruft.

%
<

pcDEF3 IFNGR1

Abbildung 3.25: Schematische Darstellung des
Zwischenproduktes pcDEF3 IFNGRL1.

Primer: BSRChimer 2
BamH |

Das verkirzte ORF B8R wurde in einer PCR
Amplifikation mit den beiden Primern B8R
Chimer 2 und B8R BamH | rv amplifiziert.
Durch die Wahl dieser Primer wurde ein
Nukleinsdurestrang erzeugt, der jeweils am
3’'und am 5 Ende eine BamH | Schnittstelle
aufweist. Der Primer Chimer 2 wurde derart
konstruiert, dal3 die 12 Aminoséure lange
Signalsequenz  vom B8R Gen nicht

mitamplifiziert wird.

ORF B8R ab Asn13 (AAT)

5 GGC GGA TCC AAA TAG TAT ACA CGC TAA AAT AAC 3

Der Primer B8R BamH | rv bindet in einem Bereich des B8R Gens, der fir die endgtiltige
Konstruktion der chiméren Rezeptoren unbedeutend ist und in einem folgenden Schritt wieder

entfernt wird. Dieser Abschnitt wurde ausgewé&hlt, weil zur Einfigung einer BamH |

Restriktionsstelle nur eine Base mutiert werden mul3.

Primer: BSR BamH | rv
BamH |

5 CAT CTT CTT TGG ATC CAATTG C 3

Das PCR-Amplifikationsprodukt wurde nach Aufreinigung mit dem Restriktionsenzym BamH |

geschnitten.
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BamH | PCR-Amplifikationsprodukt ORF B8R BamH |
GATCC A AAT AGT ATA CAC ... > > p ... ACA TGT GCA ATT G
G T TTA TCA TAT GCG ... > > > ... TGT ACA CGT TAA CCTAGG
Asn Ser Ile His ... > > ... Thr Cys Ala Ile

Abbildung 3.26: PCR-Amplifikationsprodukt nach dem Restriktionsverdau mit BamH |I.

Ebenso wurde mit dem Plasmid pcDEF3 IFNGR1 verfahren. Zur Verhinderung einer sofortigen
Ringschluf¥ligierung wurde das Plasmid fir eine Stunde mit Shrimp Alkaline Phosphatase von
Amersham Pharmacia Biotech dephosphoryliert.

Die anschlief3ende Ligation des Inserts B8R mit

dem Plasmid wurde in einem Mengenverhaltnis
von 3:1 vorgenommen. Dadurch wurde die
angestrebte Inserierung des B8R Gens in das
Plasmid aus rein stochastischer Sicht vergrofiert.
Das entstandene Zwischenprodukt pcDEF3
BBR/IFNGR1 (Abbildung 3.27) hatte eine Groél3e
von 8.714 bp. Die Integritdt des Gens wurde
durch einen Restriktionsverdau mit EcoR | und
Spe | untersucht. Bei korrekter Inserierung des
B8R-Abschnittes war das Restriktionsfragment

anhand der entstandenen Grol3e eindeutig zu

pcDEF3 B8R/IFNGR1

identifizieren.

Abbildung 3.27: Zwischenprodukt pcDEF3
BBR/IFNGR1. Das B8R Insert wurde durch
einen EcoRI/Spel Restriktionsverdau auf
korrekte Integritét untersucht.
Das Zielplasmid pcDEF3 B8R*/IFNGRL1 (Abbildung 3.28) wurde mit Hilfe einer MID-PCR mit

den beiden Primern IFNGR 8AS und B8R* rv hergestellt.

Primer: IFNGR 8AS
8AS von ECD IFNGR1 TMD IFNGR1

5 Ph - ATT TTC AAT AGC AGT ATA AAA GGT TCT CTT TGG 3’

Der Primer ist so konstruiert, dafd die letzten acht AS der extrazelluldren Domane des IFNGR1

ebenfalls amplifiziert werden (kursiv, fett). Bei Alignmentstudien wurde diesem acht AS langen
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Linkerbereich eine mogliche Bedeutung bei der optimalen Anpassung des Rezeptors an das
IFN-y zugewiesen. Da bei ORF B8R eine solche Sequenz nicht vorhanden ist, wurde dieser
Bereich als extrazelluldres Linkerstick mit in die Herstellung des chiméren Konstruktes
B8R*/IFNGR einbezogen.

Primer: BS8R* rv
ORF B8R bis Thr209 (TGT)

5 Ph - TGT CAG ACA TAC TTT CGA ACT CC 3’

Dieser am 5 Ende phosphorylierte Primer bindet an die AS Trp202 (ACC) bis Thr209 (TGT) im
ORF B8R. Die am 3'Ende vorhandene AS

ECD Thr209 ist die letzte Aminosaure eines im ORF

BamHl  gg® ICo B8R vorhandenen Clusters, der hohe
Homologien mit einem cytosolisch liegenden
Bereich des IFNGR1 aufweist. Die mit diesen
e Primern durchgefuhrte MID-PCR ergibt ein
linearisiertes Plasmid mit einer Lange von
7.929 bp, das durch die Primer am jeweiligen
5 Ende eine Phosphatgruppe aufweist, Uber die

eine Ringschluldreaktion erreicht wird. Die

Besonderheit dieser Mutagenese PCR ist in
%
%Q&@ Abschnitt 2.3.5 ausgefihrt.

pcDEF3 BS8R*/IFNGR1

Abbildung 3.28: Schematische Darstellung des
Endproduktes pcDEF3 B8R*/IFNGR1.

Im Zielplasmid pcDEF3 B8R*/IFNGR bildet ein 8 AS langer Linkerbereich der extrazelluléren
Doméne des IFNGR1 den Ubergang zwischen dem ORF B8R Fragment und der

transmembranen Domane (Abbildung 3.29).
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Vaccinia Virus ORF B8R

Val Phe Ile
<

ACT CCA TGG AGT TCG GAA GTA TGT CTG ACA ATT TTC AAT AGC AGT ATA AAA GGT
TGA GGT ACC TCA AGC CTT CAT ACA GAC TGT TAA AAG TTA TCG TCA TAT TTT CCA

> ECD IFNGR1 <
Thr Pro Trp Ser Ser Glu Val Cys Leu Thr<

TCT CTT TGG ATT CCA GTT GTT GCT GCT TTA CTA CTC TTT CTA GTG CTT AGC CTG
AGA GAA ACC TAA GGT CAA CAA CGA CGA AAT GAT GAG AAA GAT CAC GAA TCG GAC
Ser Leu Trp Ile Pro Val Val Ala Ala Leu Leu Leu Phe Leu Val Leu Ser Leu
> TMD IFNGR1

GTA TTC ATC TGT TTT TAT ATT AAG AAA ATT AAT CCA TTG AAG GAA AAA AGC ATA
CAT AAG TAG ACA AAA ATA TAA TTC TTT TAA TTA GGT AAC TTC CTT TTT TCG TAT

Cys Phe Tyr Ile Lys Lys Ile Asn Pro Leu Lys Glu Lys Ser Ile
> ICD IFNGR1

Ile Phe Asn Ser Ser Ile Lys Gly

Abbildung 3.29: Schematische Darstellung des Uberganges von der B8R extrazelluldren
Domaéne, den 8 AS Linker, die TMD in die ICD des IFNGR1.

3.6.2 Konstrukt BSBR/GR1

Die Konstruktion von B8R/GR1 wurde ebenfalls nach Alignmentstudien und nach Diskussion

mit Herrn Dr. S. Kotenko aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. S. Pestka aus New Jersey,
USA, vorgenommen. Der Unterschied zu dem Rezeptorkonstrukt pcDEF3 B8R*/IFNGR1

besteht im Ubergang vom B8R-Proteinanteil in die Transmembrane Doméane. Es wird darauf

pPcDEF3 B8R/TF/GR1

Abbildung 3.30: Schematische Darstellung
des 8.596 bp grofien Zwischenproduktes
pcDEF3 B8R/TF/GR1.

verzichtet eine acht AS lange Sequenz der
Extrazellularen Doméne des IFNGR1 als
Linkerstick einzubauen. Die Konstruktion
verlauft Uber eine zweistufige Klonierung. Auf
Grund eines von unserem K ooperationspartner
eingebauten  WLA Aminosauremotives
befindet sich im ECD/TMD Ubergangsbereich
auf DNA Basis eine Nhel
Restriktionsschnittstelle mit der ein
kassettenartiger Austausch von Genabschnitten
maoglich ist.

Im ersten Schritt wurde das Ausgangsplasmid
pcDEF3 TF/GR1 (Abbildung 3.24) mit BamH |
linearisiert und die am 5 Ende vorhandenen
Phosphatgruppen mit Shrimp Alkaline
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Phosphatase entfernt. Das PCR Amplifikationsprodukt von ORF B8R wurde mit dem
Primerpaar B8R Chimer 2 und B8R BamH | rv generiert und ebenfalls mit BamH | geschnitten.
Das Produkt der Restriktion (Abbildung 3.26) wurde mit dem linearisierten pcDEF3 TF/GR1
Plasmid in die Ligation eingesetzt. Das Zwischenprodukt pcDEF3B8R/ TF/GR1 (Abbildung
3.30) hat eine Grofde von 8596 bp. Die Inserierung des B8R Genfragmentes wurde mit einer
Ndel Identifikationsrestriktion kontrolliert. Bei einem korrekten Einbau des ORF B8R-
Genamplifikates wurden Nukleinsdurefragmente der Grofe 1.928 bp und 6.668 bp gefunden. Im
Falle eines Einbaus in verkehrter Richtung wurden Fragmente der Groéf3e 2.206 bp und 6.390 bp
identifiziert. Dieser Grofienunterschied konnte eindeutig im Agarosegel bestimmt werden und
wurde als positiver Beweis gewertet.

Mit den beiden Primern B8Rmut rv und WLA-TMD GR1 wurde zur Erlangung des
Zielproduktes eine M1D-PCR durchgefihrt.

Der Primer B8Rmut rv mutierte die Aminosaure Cys217 zu Glutamin. Dieser Austausch wurde
vollzogen, da Cys zur Ausbildung von Disulfidbricken und somit zur Ausbildung von
bedeutenden Konformationsdnderungen in der Lage ist. Aul3erdem wurde bei keinem der
Cytokinrezeptorfamilie angehérigem Protein ein Cystein in unmittelbarer Né&he der

Transmembranen Doméane gefunden.

Primer: BSRmut rv

mut zu GIn ORF B8R bis GIn217 (CTG)
5 Ph - CTG TGT ATA TAC ACT CTT TTT AGG TGT CAG AC 3

Der zweite Primer setzt direkt an das WLA Motiv und Teile der TMD an und ist fir die

vorwaérts gerichtete Amplifikation verantwortlich.

Pimer: WLA-TMD GR1

W L A-Motiv TMD IFNGR1
5" Ph - TGG CTA GCG CCA GTT GTT GCT GCT TTA C
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pcDEF3 B8R/GR1

Abbildung 3.31: Schematische Darstellung
des Zielplasmides pcDEF3 B8R/GR1.

Das MID-PCR Produkt wurde aus dem Gel
aufgereinigt und zur Ringschlul3reaktion fir 16
Stunden mit T7 Ligase bei 16° C inkubiert.Das
Zielplasmid pcDEF3B8R/GR1 (Abbildung
3.31) hatte eine Gréle von 7.926 bp.

Der Bereich um die Transmembrandoméne ist
im pcDEF3 B8R/GR1 charakteristisch. Zum
einen ist das B8R Fragement acht AS langer
alsim pcDEF3 B8R*/IFNGR1 Konstrukt, zum
anderen befindet sich direkt im Anschluf? an
die B8R Sequenz, in einem Bereich der bereits
der Transmembranen Doméane zugeordnet
wird, das WLA Motiv. Diese Restriktions-
kassette (Nhe 1) hat groRe Ahnlichkeit mit

Sequenzen, wie sie auch in einigen

Transmembranen Doméanen von anderen Cytokinen vorkommen. Direkt an diesen drei

Aminosaure langen kiinstlichen Bereich schlief3t sich die TMD an. Auf Grund dieses kiinstlich

generierten Bereiche ist die Transmembrane Domane um eine Aminosaure, im Vergleich zur
nattirlichen TMD des IFNGR1, verkirzt.

ACA
TGT

Thr

CTA
GAT
Leu

CCT
GGA

Pro

CTC
GAG
Leu

AAA AAG AAT GTA TAT ACA
TTT TTC TTA CAT ATA TGT

Lys Lys Asn Val Tyr Thr
Vaccinia Virus ORF B8R

TTT CTA GTG CTT AGC CTG
AAA GAT CAC GAA TCG GAC
Phe Leu Val Leu Ser Leu

TMD IFNGR1

CAG TGG CTA GCG CCA GTT GTT GCT GCT TTA
GTC ACC GAT CGC GGT CAA CAA CGA CGA AAT
Trp Leu Ala

»w 1 aX

Gln
<

GTA TTC ATC TGT TTT TAT ATT AAG AAA ATT
CAT AAG TAG ACA AAA ATA TAA TTC TTT TAA
Val Phe Ile

Pro Val Val Ala Ala Leu
> TMD IFNGR1

<

Cys Phe Tyr Ile Lys Lys Ile
> ICD IFNGR1

Abbildung 3.32: Transmembranbereich im Plasmid pcDEF3. BS8R/GR1.
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3.6.3 Konstrukt BBR/IFNGR2

Fur die Herstellung des chiméren B8R/IFNGR2 wurde mir als weiterer Ausgangsvektor von

unserem Kooperatiospartner Herrn Prof. Dr. Pestka das Plasmid pcDEF3 IFNGR2

PCcDEF3 IFNGR2

Abbildung 3.33: Darstellung des
Ausgangsvektors pcDEF3 IFNGR2.

Nhel
ICD

28R
dmp

pcDEF3 B8R/IFNGR2

Abbildung 3.34: Schematische Darstellung
des Zielplasmides pcDEF3 B8R/IFNGR2.
TMD und ICD von IFNGR2 sind gelb
dargestellt.

(Abbildung 3.30) zur Verfiigung gestellt. Dem
IFNGR2 Gen wurde innerhalb der
Transmembranen Domé&ne eine Nhel
Restriktionsstelle eingefugt. Sie erlaubt eine
leichte Umklonierung von ECD bzw. TMD + ICD
zur Herstellung von verschiedenen chiméren
Rezeptorkonstrukten. Unter Ausnutzung dieser
Moglichkeit wurden das Plasmid B8R/IFNGR2
(Abbildung 3.34) hergestellt. Dazu wurde dem
Plasmid pcDEF3 B8R/GR1 (Abbildung 3.31) die
TMD und die ICD des IFNGR1 zwischen den
Restriktionsstellen Nhe | und Xba | entfernt und
durch die TMD und ICD des IFNGR2 ersetzt. Die

Uberprifung der korrekten Integritét des IFNGR2
Fragmentes wurde durch Sequenzierungen mit
entsprechenden Primern durchgefihrt. Der
Ubergang vom B8R Fragment tber die TMD in
die ICD des IFNGR2 ist in Abbildung 3.35
dargestellt. Das WLA Motiv mit der Nhel
Restriktionsschnittstelle zu Beginn der TMD ist
hervorgehoben. Die Transmembran Domaéne
umfaldt im nativen IFNGR2 21 Aminosauren. Zur
Einfigung des hervorgehobenen WLA Motives
mit der Nhe | Restriktionsstelle wurden die ersten
drei AS, unter Beibehaltung der TMD-
Gesamtlange von 21 AS, mutiert. (s. Sequenz:
Anhang C).
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TTT TTC TTA CAT ATA TGT GTC ACC GAT CGC
Trp Leu Ala

Lys Lys Asn Val Tyr Thr Gln
< Vaccinia Virus ORF B8R <

CTG TCG GTG CTG GCA GGA GCC TGT TTC TTC

Leu Ser Val Leu Ala Gly Ala Cys Phe Phe
TMD IFNGR2

> W L A

AAA AAG AAT GTA TAT ACA CAG TGG CTA GCG ATC

TAG

<
Ile
>

CTG

GAC AGC CAC GAC CGT CCT CGG ACA AAG AAG GAC

Leu

>
<

TCC
AGG

Ser

GTC
CAG
Val

GTG GGA ACA TTT
CAC CCT TGT AAA

Val Gly Thr Phe
TMD IFNGR2

CTG AAA TAT AGA
GAC TTT ATA TCT
Leu Lys Tyr Arg

ICD IFNGR2

TCG
AGC

Ser

GGC
CCG
Gly

TTG
AAC

Leu

CTG
GAC
Leu

Abbildung 3.35: DNA und AS Darstellung des Uberganges von der extrazelluldrenin die
intrazellulére Doméne im chiméren Konstrukt pcDEF3 BSR/IFNGR2.
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3.6.4 Durchflul3zytometrische Bestimmung von MHC | Proteinen

Alle hergestellten chiméren Konstrukte (B8R/IFNGR1; B8R/GR und B8R/IFNGR2) wurden im
Labor von Herrn Prof. Dr. S. Pestka in die beiden Zellinien CHO 16-9 und CHO Q21
transfiziert (Abschnitt 2.10.1). 1 x 10’ CHO-Zellen wurden mit 5 pg hochaufgereinigter
Plasmid-DNA nach dem Qiagen Protokoll mit Super Fect Transfection Reagent behandelt
(Abschnitt 2.10.5). Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank (37° C; 5% CO,; hohe
Luftfeuchtigkeit) wurde eine Selektionierung der Klone vorgenommen. Kriterium fir die
Selektionierung der Zellen war ein vitales Erscheinungsbild und eine offensichtliche Teilung der
adhérenten Zellen in der Kulturschale mit Selektionsmedium. Nach sieben weiteren Tagen und
mehrmaliger Passagierung der Zellen in frisches Medium, waren fiur das folgende Experiment
ausreichend Zellen vorhanden. In Kulturflaschen mit einer Flache von ca. 70 cm® wurden ca.
5x 10° Zellen ausgesit. Diese zu Beginn eingesetzte Anzahl von Zellen ist so gewahlt, daR nach
dreitagiger Inkubation mit IFN-y der Konzentration 1.000U/ml noch immer ein Konfluieren der
Zellen nicht stattgefunden hat. Mittels einer trypsinhaltige Ldsung wurden die CHO-Zellen aus
der Flasche geerntet und nacheinander mit dem Primér- und Sekundarantikorper zur MHC
Erkennung inkubiert (Abschnitt 2.7).

Als Kontrollen wurden CHO 16-9 Zellen mit einem IFNGR2 tragenden Plasmid und CHO Q21
Zellen mit einem IFNGR1 tragenden Plasmid transfiziert und parallel behandelt. Bei der
anschlieffenden Messung im FACS konnten auf den CHO-Zellen, in die die Plasmide mit den
chiméren B8R/IFNGR-Konstrukten transfiziert worden waren, keine MHC-1 Proteine auf der
Oberfl&che detektiert werden. Bei den Kontrollzellen war die Detektierung von MHC-Klasse-
Proteinen erfolgreich gewesen, sodald eine mif3glickte Transfektion der Plasmide mit den
chiméren Konstrukten ausgeschl ossen werden kann.

Die Expression der chiméren Rezeptoren auf der Oberfléche der CHO Zellen wurde in einem
IFN-y in vivo Bindungsassay Uberprift. Dazu wurden die CHO Zellen fir eine Stunde bei 4° C
unter Schiitteln mit einem Aliquot **P-radioaktiv markiertem hulFN-y inkubiert. Anschlief?end
wurden die Zellen mit PBS pH 7,5 so oft gewaschen, dal3 in der Waschlésung keine
Radioaktivitdt mehr nachweisbar war. Die Zellen wurden in 500 gl PBS aufgenommen und zur
Bestimmung der Radioaktivitéat in den Gamma Counter gegeben. Als Kontrollzellen wurden
normale CHO Zellen und CHO 16-9 Zellen (somatische Hybridzellinie die den hulFNGR1
exprimiert) exakt gleich behandelt. Die Messung der Radioaktivitét hat eindeutig gezeigt, dafl3
die Zellen mit den chiméren Rezeptoren (BS8R/IRNGR1 und B8R/IFNGR2) IFN-y mit hoher
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Affinitét binden. Der gemessene Wert der Radioaktivitét lag bei diesen Zellen nur 12 % bis
18 % niedriger als bei den CHO Zellen, die den IFNGRL1 auf der Oberflache exprimieren.
Nachfolgend sind fuar den in vivo Bindungsassay die absoluten Zahlen der
Radioaktivitétsmessung aufgefthrt:

Probe cpm %
Kontrolle CHO 16-9 Zellen 518.520 100.0
Kontrolle CHO 1461 0.3
BBR/IFNGR1 457.419 88.2
BBR/GR1 425.322 82.0
BBR/IFNGR2 447.979 86.4

Tabelle 3.7: Radioaktivitdtsmessung bei den Proben des hul FN-y in vivo Bindungsassays.
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»1ch kann es nicht glauben, was ich sehe”, murmelt Rabbi Low in seinen Bart, , dort liegt ein
lebendiges Wesen. Der Lehm ist Fleisch geworden, ruhig atmend hebt und senkt sich die Brust, wie
bei einem Schlafenden.”

Harry Mulisch , Der Golem” aus,, Die Prozedur”

4. Rezension

Die Fahigkeit von Viren in Wirtszellen zu tGberleben und sich zu vermehren hangt davon ab, in
welchem Ausmal? das Virus das wirtseigene Immunsystem neutralisieren und blockieren kann.
Poxviridae besitzen ein breites Spektrum an Proteinen, die ausschliefdlich mit Proteinen der
Wirtszelle interagieren, die nach einer viralen Infektion gebildet werden. Dal3 die Uberwiegende
Anzahl von viralen Infektionen fur den Menschen glimpflich und ohne bleibende Schaden fur
den Organismus ablaufen, unterstreicht den wahren Wert, den das Immunsystem bei der
Abwehr von obligaten Zellparasiten, zu deren Gruppe auch die Viren gehéren, einnimmt.
SchlUsselproteine bei der Abwehr einer viralen Infektion sind die Interferone, die mit ihrer
antiviralen wie auch antiproliferartiven Wirkung maf3geblichen Anteil bei der Bekdmpfung
haben. Da jedoch in der Biologie die Aussage der Darwinschen Lehre , survival of the fittest*
immer noch die treibende Kraft der Evolution darstellt, ist es nicht verwunderlich, daf3 die
Gruppe der Poxviridae es geschafft haben, auch dieses immanent bedeutende Protein des
Immunsystems auszuschalten. Das Vaccinia Virus, welches zu der Gruppe der Orthopoxviren
gehohrt, besitzt mit dem Translationsprodukt des Gens ORF B8R ein |6slich vorliegendes
Protein mit der Fahigkeit, IFN-y von verschiedenen Spezies zu binden. Dadurch steht das |FN-y
nicht mehr dem natirlichem Rezeptor zur Verfigung und kann somit auch nicht die
Signaltransduktion durch Anbindung an denselben ausl Gsen.

4.1 Klonierung und Sequenzalignment

An Hand der Vertffentlichung der DNA Sequenz von Vaccinia Virus durch Goebel et al.
(Goebel et al., 1990) und Daten aus der Swiss-ProT Datenbank wurden Primer generiert, diein
einer PCR das B8R Gen aus dem Kulturtiberstand von mit Vaccinia Virus (Stamm Western
Reserve) infizierten Vero Zellen amplifizierten. Die 100 %ige Identitét des B8R Gens wurde
durch eine Sequenzierung verifiziert.

Die Herstellung eines dreidimensionalen B8R-Proteinmodells ist Ausgangspunkt fir eine
Vielzahl von Untersuchungen, die am Viroceptor vorgenommen werden konnen. Voraussetzung
fur ein solches Modell ist jedoch die Kenntnis von der Faltungstruktur der Aminoséurekette. Da

jedoch die Erkennung der Proteinfaltung allein aus der Aminosauresequenz noch nicht
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befriedigend gelost ist, ist es sinnvoll und unabdingbar bei der Erstellung eines Modells
topol ogisch ahnliche Proteinstrukturen mit einzubeziehen. In Anbetracht der Tatsache, dal3 das
B8R-Protein in der Lage ist hulFN-y zu binden, lag die Vermutung nahe, dal3 dieses Protein
Ahnlichkeit mit dem naturlichen Bindungspartner, dem IFNGR, aufweist. Aus diesem Grund
wurde bei der Erstellung eines BBR-Modells auf kristallographische Strukturdaten des IFNGR
in Assoziation mit IFN-y zuriickgegriffen (Thiel et al., 2000). Das Sequenzalignment des
Proteins B8R (Vaccinia Virus, Stamm WR) mit der Extracelluléren Doméane des hulFNGR1
wurde nach dem ersten Alignment durch ein iteratives Uberpriifungs- und Editierungsverfahren
verfeinert. Das abschlie3end erstellte Alignment von B8R weist mit 21,9 % identischen
Aminosauren zum IFNGRL1 eine relativ geringe Homologie auf. Die Prozentangabe von
identischen Aminosauren beschreibt allein den Grad der Homologie, nicht jedoch eine
Strukturdhnlichkeit der beiden Proteine untereinander. Auch bei einer unterschiedlichen
Sequenzabfolge konnen kompatible Strukturmotive entstehen. Fur die Funktion eines Proteins
zeichnen in der Regel nur wenige distinguierte Aminosauren verantwortlich. Bei 48 identischen
Aminosduren von insgesamt 219, die bei dem Alignment bertcksichtigt wurden, ist die
Wahrscheinlichkeit fir homolog auftretende Aminosduren mit identischer Funktion relativ grof3.
Desweiteren erbrachte das Alignment, daf3 sechs von acht Cysteinen eine konservierte Position
einnehmen. Bei der Ausbildung von Sekundar- und Tertiarstrukturen nehmen die
Disulfidbriicken eine zentrale Position ein, daher ist das Auftreten von sechs konservierten
Cysteinen ein deutlicher Hinweis auf a&hnliche Strukturen. Die Daten der
Rontgenstrukturanalyse (Thiel et al., 2000) weisen innerhalb des IFNGR1 einigen
Aminosaureresten Wechselwirkungen zum IFN-y zu. Bei einem Vergleich dieser Aminosduren
im B8R und im IFNGR1 haben 8 von 13 Aminosauren das gleiche Potential zur Ausbildung
einer Salz- oder Wasserstoffbriicke (Tabelle 3.3). Im B8R-Protein sind an vier Positionen
Aminosauren plaziert, die nicht in der Lage sind eine physikalische Wechselwirkung, wie sieim
IFNGR1 vorhanden ist, einzugehen. Die daraus abzuleitenden Schiuf3folgerungen stehen direkt
im Kontext mit den positiven Bindungsergebnissen aus dem IFN-y inhibiernden Assay und dem
radioaktiven Gel-Shift-Assay, in denen eine Bindung von B8R und IFN-y nachgewiesen werden
konnte. Danach sind die acht Aminosauren, die in der Lage sind eine identische
Wechselwirkung einzugehen, vollkommen ausreichend fur eine spezifische Bindung an das
Cytokin IFN-y. Das nach dem Seguenzalignment entwickelte dreidimensionale Modell des
B8R-Proteins basiert auf einer Reihe von theoretischen Annahmen. Fur die Validierung dieses
theoretischen Modells sind weitere biophysikalischen Experimente wie z.B CD-Spektroskopie
notwendig. Eine zukiinftige Uberprifung des B8R Alignments mit kompatiblen
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Sequenzabschnitten konnte eine Verfeinerung des Modells ergeben, ersetzt jedoch auf gar

keinen Fall Erkenntnisse zur Struktur aus direkten Experimenten.

Human interferon-gamma receptor

Abbildung 4.1: Dreidimensionales Modell von IFNGR1 (ECD), IFN-y Dimer und B8R.

4.2 Rekombinantes B8R

Bei biophysikalischen Untersuchungen zur Aufkl&rung der Struktur werden relativ grof3e
Mengen an Protein benétigt. Aus diesem Grunde wurde das B8R Gen in verschiedene
Expressionsvektoren kloniert und als His Tag und Strep Tag Fusionsprotein exprimiert. In
coomassiegefarbten Gelen und im Western Blot konnte das Fusionsprotein eindeutig
identifiziert werden. Die in den proteinchemischen Methoden festgestellten Grof3en der Proteine
stimmten exakt mit den berechneten Werten Uberein. Das in prokaryontischen Systemen
produzierte Protein lag Uberwiegend in Inclusion Bodies vor. Die zur Aufarbeitung notwendige
Denaturierung des Proteins mit chaotropen Reagenzien wurde dadurch umgangen, dal3
veranderte Wachstumsbedingungen fur die Zellen eingestellt wurden. Bei einer auf 25° C
verringerten Temperatur und einer um den Faktor 20 verringerten IPTG Konzentration lag ein

grofRer Teil der exprimierten Proteine in |6slicher Form im cytosolischen Raum vor. Die
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Ausbeute nach einer zweistufigen chromatographischen Aufarbeitung belief sich auf ca. 3 mg
bis 5 mg hochaufgereinigtes Fusionsprotein aus einem Kulturansatz mit 2 | Volumen.

Bei Untersuchungen zur biologischen Charakterisierung des rekombinanten B8R-Proteins
konnte keine biologische Aktivitét nachgewiesen werden. Weder im IFN-y neutralisierenden
Assay noch im radioaktiven Gel-Shift-Assay war es moglich eine Interaktion zwischen
rekombinant hergestelltem B8R aus E.coli und IFN-y zu identifizieren. Erste Vermutungen, das
B8R-Protein habe im Laufe der intensiven Aufarbeitung Schaden genommen, fihrten dazu, daf3
ein Schwerpunkt auf die native Aufarbeitung des Proteins gelegt wurde. Trotz intensiver
Bemuhungen konnte im Rahmen dieser Promotionsarbeit kein rekombinant hergestelltes
biologisch aktives B8R-Protein dargestellt werden. Die Ergebnisse mit natirlichem B8R-Protein
weisen darauf hin, dafd fur die biologische Aktivitat aller Wahrscheinlichkeit nach eine

Glykosilierungen des B8R-Protein notwendig sind.

4.3 NaturlichesB8R

Die biologische Funktion des B8R-Proteins ist die Neutralisierung von IFN-y. Das setzt voraus,
dafd der Viroceptor bereits in der friihen Phase der viralen Proteinproduktion synthetisiert und
sekretiert wird. Bei der Infektion von Zellkulturen mit Vaccinia Virus VR-119 konnte exakt
diese Annahme beobachtet werden. Durch die Infektion von drei verschiedenen Zellinien war es
moglich, biologisch aktives B8R-Material herzustellen. Im IFN-y neutralisierenden Assay
konnte eine Mengenabschadtzung bei der Produktion des Proteins an den drei Zellinien
vorgenommen werden.

Der Befund, dal3 Viren fur unterschiedliche Zellinien die gleiche oder dhnliche Virulenz
besitzen, wurde in der Literatur (Alcami et al., 1996) beschrieben. Erreger der Kuhpocken aus
der Gruppe der Orthopoxviren sind durch sporadisch aufgetretene Infektionen bei verschiedenen
Zootieren, Hauskatzen und dem Mensch aufgefallen. Die Abstammung und der natirliche Wirt
von Vaccinia Virus sind derzeit noch unbekannt. Bei einem Vergleich der
Aminosauresequenzen ist jedoch die familiére Verwandschaft zwischen Vaccinia Virus und dem
Erreger der Kuhpocken evident. Mit diesem Hintergrundwissen ist die identische Virulenz fir
humane 549 Zellen, affenstdmmige Vero Zellen und murine L929 Zellen erklérbar.

Mit dem B8R-Protein aus den Uberstanden der infizierten Zellinien wurden Untersuchungen zu
Molekuilgrofde und zur Bindungsstochiometrie zu IFN-y durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dald das
B8R-Protein eine apparente Grofle von 38 kDa bis 42 kDa aufweist. Damit Ubersteigt das

gemessene Molekulargewicht des Proteins das berechnete Molekulargewicht um ca. 30 %.
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Diese Diskrepanz basiert mit hoher Wahrscheinlichkeit auf Glykosilierungen, die in der
posttranslationalen Modifikation des Proteins erzeugt werden. Das Potential fir eine mogliche
Verzuckerung des B8R-Proteins ist innerhalb der Aminosauresequenz vorhanden.

In der Crosslinking Reaktion wurde der Bindungsstatus zwischen B8R und |FN-y festgehalten.
Die anschlieffende Bestimmung des stochiometrischen Bindungsverhaltnisses zwischen IFN-y
und B8R konnte im Gel-Shift-Assay eindeutig festgestellt werden. Danach binden zwei
B8R-Proteine ein IFN-y Dimer. Das spiegelsymmetrisch aufgebaute IFN-y Dimer bindet in
gleicher Weise das B8R-Protein, wie es auch den IFNGR1 bindet. Mit zwei homologen Seiten
besitzt IFN-y zwei identische Bindungsplétze fur das B8R-Protein. In Abbildung 4.1 ist ein
dreidimensionales Modell dargestellt, in dem die raumliche Anordnung von B8R an IFN-y
gezeigt wird. Die virale Entwicklung eines |IFN-y neutralisierenden Proteins, das exakt an die
Bindungsstelle fir IFNGR1 bindet, erscheint nach den Ergebnissen von Krause et al. (Krause et
al., 2000) mit amonovalentem IFN-y als genialer Entwicklungsschritt bei den Viren. Krause et
al. konnten durch modifiziertes IFN-y, das in der Lage war nur an einer Seite des IFNGR zu
binden zeigen, daf® auch nur 50 % der Ublichen Aktivierung entsteht. Nur durch eine
vollkommene Blockierung von IFN-y, die durch Anbindung von zwei B8R-Proteinen erreicht
wird, ist eine Vermehrung der Viren gewdahrleistet.

Bel den Bindungsexperimenten mit mulFN-y an B8R war der Zufall Pate fur die Erkenntnis, daf3
nur B8R das in A549 Zellen produziert wurde eine Bindung eingehen kann. Der félschlichen
Infektion von humanen A549 Zellen anstelle von Vero Zellen ist dieser Befund zu verdanken.
Diese auftretende Diskrepanz, dal3 nur B8R aus A549 Zellen in der Lage ist an mulFN-y zu
binden, kénnte durch eine verénderte posttransl ationale Modifikation des B8R-Proteins erklért

werden.

4.4 Chimare Rezeptoren

Die Konstruktionen der verschiedenen chimaren Rezeptoren basierten direkt auf den
Sequenzalignmentstudien, die vom B8R-Protein und IFNGR1 gemacht wurden. Bei der
Herstellung des Rezeptorkonstruktes B8R/IFNGR1 wurden acht Aminosduren der
Extrazelluldren Doméne (I1e221-Phe-Asn-Ser-Ser-lle-Lys-Glu228) als Linkerbereich
beibehalten. Vom B8R wurden die letzten 63 Aminosauren am C-terminus nicht mit in die
Rezeptorkonstruktion eingebracht, da dieser Bereich keinerlei homologe Strukturen zum
Extrazellulléaren Bereich des IFNGR1 aufweist. Die anderen Konstrukte wurden ebenfalls
basierend auf den Studien und nach Absprache mit Dr. S. Kotenko konstruiert. Nach
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Fertigstellung wurden die Plasmide mit den chimaren Konstrukten in CHO Zellen transfiziert,
die in der Lage waren, entweder die hulFNGR1 Kette (CHO 16-9) oder die hulFNGR2 Kette
(CHO Q21) zu exprimieren. Die breit angelegte Testreihe sollte Aufschluf? Gber eine mogliche
Signaltransduktion von IFN-y Uber die verschiedenen chiméren Rezeptoren geben. Eine
Detektion der Signaltransduktion wurde indirekt tber die Bestimmung von MHC-Klasse-|
Molekulen auf der Oberflache der CHO Zellen erreicht. Bei allen eingesetzten chiméren
Konstrukten konnte keine Signaltransduktion beobachtet werden.

Bel einem ebenfalls mit den CHO Zellen durchgefuhrten IFN-y in vivo Bindungsassay konnte
die Rezeptorexpression auf der Oberflache und die Bindung von IFN-y an die chiméaren
Rezeptoren festgestellt werden. Damit wurde definitiv bewiesen, daf3 auch ein um
63 Aminosauren verkurztes B8R-Protein in membransténdiger Stellung in der Lage ist, IFN-y zu
binden.

Die Bestimmung der Radioaktivitat zeigte, daf3 die chiméren Rezeptoren die gleiche
Bindungstochiometrie mit dem Liganden eingehen, wie der nattrliche IFNGR (1 IFN-y-Dimer
bindet 2 IFNGR1 Ketten). Die um 12 % bis 18 % verringerte Radioaktivitat ist auf eine

schlechtere Bindungsaffinitét zwischen Ligand und dem chiméaren Rezeptor zurlickzufGhren.

4.5 Schlul3folgerungen aus den Ergebnissen

Das Sequenzalignment und das daraus resultierende dreidimensionale Modell des B8R-Proteins
werden durch die Ergebnisse mit den chiméren Rezeptoren und den Crosslinking Experimenten
in ihrer Richtigkeit untermauert. Die Annahme, dal3 das B8R-Protein sich in zwei Doménen
faltet, von denen die Wechselwirkungen mit dem Liganden IFN-y ausgehen, hat sich durch den
IFN-y in vivo Bindungassay an CHO Zellen mit den chiméren Rezeptoren bestétigt. Es ist nicht
maoglich Uber die Funktion der 63 C-terminalen Aminosauren im B8R Molekil Aussagen zu
treffen. Die Ermittlung der Bindungsstochiometrie zwischen B8R und IFN-y manifestiert das
bildhafte Modell, dal3 das B8R-Protein um den gleichen Bindungsplatz konkurriert wie der
IFNGRL1. Das nahezu gleiche Ergebnis bei der Bestimmung der Radioaktivitét im IFN-y in vivo
Bindungsassay zeigt dieses ebenfalls. Wirde das B8R-Protein den Liganden IFN-y nicht in
gleicher symmetrischer Weise binden, wie es auch der IFNGR1 macht, kbénnte man davon
ausgehen, dal3 die gemessene Radioaktivitét auf Grund des veranderten Bindungsverhaltnisses
von einem chiméren B8R-Rezeptor zu einem IFN-y Dimer grof3er sein sollte, als die
Vergleichsmessung mit IFNGR1 und IFN-y, die im Verhéltnis 2:1 binden. Die Experimente mit
radioaktiv markiertem IFN-y bestdtigen ebenfalls ein Bindungsverhatnis von 2 : 1 zwischen
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dem B8R-Protein und dem IFN-y-Dimer. Die Ausbildung und Detektierung von drei
verschiedenen Komplexen entspricht exakt der rechnerisch mdglichen Anzahl von
Verknipfungen, die nach dem Modell mdglich sind.

Die bei den chiméaren Konstrukten ausbleibende Signal stransduktion bel gleichzeitiger Bindung
des Liganden IFN-y an die chimaren B8R/IFNGR Ketten, kann ursichlich daran liegen, dal3 ein
fitting zwischen den beteiligten Reteptorketten nicht stattfindet und dadurch die intrazellulére
Aneinanderlagerung der Proteine des Jak-STAT Pathway nicht vollzogen werden kann. Trotz
der hohen Strukturhomologie zwischen dem extrazellularen Anteil des IFNGR1 und des B8R-
Proteins zeigt die fehlende Signaltransduktion, dald die Aminosauresequenz der beiden
beteiligten Rezeptoren einen hdheren Stellenwert elnnimmt als angenommen.

Die daraus abzuleitende Schluf¥folgerung ist, dal3 die Wechselwirkungen der beiden
extrazellularen IFNGR-Ketten von der Existenz spezifischer Aminosduren abhéngig ist. Somit
ist das vorhandene Bild der Signaltransduktion am IFNGR, welches davon ausging, dal? nach
der Anbindung des Liganden IFN-y an die Rezeptorkette 1 alle weiteren wichtigen Schritte
intrazellular ablaufen, zu erweitern. Ohne eine spezifische Wechselwirkung der beiden
Rezeptorketten auf der extrazellularen Seite findet eine Weiterleitung des Signals auf der
intrazelluldren Seite nicht statt.

Stochiometrie
B8R : IFN-y

IEN-y in vive TN Gel-Shift
Bindungsassay 4 \
B8R/IFNGR

\
chimére Rezeptoren

Abbildung 4.2: Die Daten aus dem dreidimensionalen Modell des B8R-Proteins, aus dem IFN-y
invivo Bindungsassay und aus dem Gel-Shift-Assay zeigen alle unabhéangig voneinander das
stochiometrische Bindungsverhdltnis zwischen B8R und IFN-y von 2 : 1 auf.
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Die im Rahmen der Dissertationsarbeit produzierten Ergebnisse erlauben auch eine Aussage
Uber die Herkunft des B8R-Proteins. Die zentrale Frage hierbei ist: Handelt es sich bei dem
B8R-Protein um eine analoge Entwicklung zum IFNGR1, oder besitzen das B8R-Protein und
der IFNGR1 einen homologen Ursprungs? Bel der Klarung dieser Frage gehen vor allem die
Daten des Sequenzalignments und das daraus entwickelte dreidimensionale Modell mit ein.
Trotz der relativ geringen Aminosdurehomologie von nur 21,9 % hat das Modell des Proteins
hohe strukturelle Ahnlichkeit mit der extrazellularen Domane des IFNGR1. Die
Strukturhomologie und die ebenfalls in Experimenten ermittelte Stochiometrie zwischen IFN-y
und dem B8R-Protein von 1 : 2 deuten darauf hin, dald es sich um eine homologe
Proteinentwicklung handelt. Die Inhibierung von IFN-y durch Anbindung eines viralen Proteins
wurde fur den Fall einer analogen Entwicklung mit hoher Wahrscheinlichkeit noch grofiere
Unterschiede hervorgebracht haben. Es ist auch anzunehmen, dal? ein virales Protein, das nicht
homologen Ursprungs ist, eine vollkommene Blockierung des IFN-y Proteins durch eine
Bindung im Verhdtnis 1 : 1 vollbringen wirde. Mit diesem Hintergrund erscheint folgendes
Modell plausibel: Vorldufer der Vaccinia Viren eigneten sich im Laufe der
Entwicklungsgeschichte das genetische Material des IFNGR an und erzielten dadurch einen
evolutiven Vorteil gegenuber anderen Viren. Die hohe Divergenz der Aminosiuresequenz
zwischen dem viralen und dem humanen Rezeptor ist auf eine optimale Anpassung auf
verschiedene IFN-y von verschiedenen Spezies zurtickzufuhren und auf die Tatsache, dal3 der

Erwerb des Gens stammesgeschichtlich schon sehr friih geschah.
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Mein kleiner Eobiont hatte das Licht der Welt erblickt: Ein &auflerst komplexes, chemisches
hochwertig ausgestattetes, organisches Lehmkristall mit dem Charakter von Proto-RNA, eine Art Ur-
Ribosom, das ein paar kurze Eiweif3e produzerte, so dafd meine kleine Kreatur, vom Sonnenlicht mit
Energie versorgt, sich fortpflanzte und tber einen Stoffwechsel verfugte. — Wir hatten ein lebendiges
Wesen aus dem Tod geboren.

Harry Mulisch , Der Sprecher” aus, Die Prozedur®

5. Restimee

Im Mittelpunkt der Dissertationsarbeit stand das von Vaccinia Virus stammende Viroceptor
Protein B8R. Dieses Protein besitzt die Fahigkeit mit hoher Affinitat an IFN-y von
verschiedenen Spezies zu binden. Durch diese Bindung erreicht das Virus, daf3 die von IFN-y
ausgehende antivirale und antiproliferative Wirkung inhibiert wird. Intention der Experimente
war die Charakterisierung der biopysikalischen Eigenschaften des Proteins, die Erstellung eines
dreidimensionalen Modells des Proteins, sowie die Ermittlung der Bindungseigenschaften zum
Liganden. Der Hintergrund fir den Ansatz, ein IFN-y inhibierendes Protein naher darzustellen,
erwéchst aus der Tatsache, dal? dieses zentrale Protein des Immunsystems fur eine Reihe von
Krankheiten wie z. B. Rheuma, Lupus erythematodes und Multiple Sklerose verantwortlich ist.

Die Erstellung eines Aminosaurealignments von B8R mit IFNGR erfolgte auf der Grundlage
von kristallographischen Strukturdaten aus der Verdffentlichung von Thiel et al. (Thiel et al.,
2000) und Vergleichen mit Strukturinformationen verschiedener Sequenzabschnitte von
Klasse |- und 11- Cytokinrezeptoren. Es konnte mit einem iterativen Editierungsverfahren ein
Alignment erzeugt werden, das den Kriterien der Sequenz- und Strukturkompatibiltitét
entspricht. Die Sekundérstruktur und das Modell des B8R-Proteins wurden auf der Grundlage
des Alignments und auf wissensbasierten, reprasentativen Datensatzen von bekannten
Proteinstrukturen erzeugt. Mit nur 21,9 % identischen Aminosauren zwischen der ECD von
IFNGR1 und B8R ist der Homologiegrad relativ gering. Bel Betrachtung der generierten
Sekundarstruktur hingegen ist die Homologie evident. Eine Validierung des Modells mit
Strukturdaten aus direkten Experimenten mit dem B8R Protein sind jedoch fir eine

Verfeinerung und Konsolidierung der Struktur zwingend notwendig.

Bei der Analyse des B8R-Proteins wurde festgestellt, dal? rekombinant erzeugtes Material nicht
in der Lage ist eine biologische Aktivitdt zu entwickeln. Das auf nattrlichem Wege durch
Infektion von kultivierten Zellinien mit Vaccinia Virus (Western Reserve) erzeugte
B8R-Protein, zeigte im IFN-y inhibierenden Assay seine biologische Wirksamkeit durch
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Inhibierung der durch IFN-y vermittelten antiviralen Wirkung. Im radioaktiven Gel-Shift-Assay
nach Crosslinking Reaktion konnte ebenfalls eine Komplexbildung identifiziert werden. Das
apparente Molekulargewicht des B8R-Proteins wurde mit 38 kDa bis 42 kDa bestimmt. Somit
Ubersteigt das apparente Molekulargewicht das berechnete um ca. 8 kDa. Diese Diskrepanz in
der Masse des Proteins und die fehlende Aktivitét des rekombinanten B8R-Proteins aus E.coli
weisen darauf hin, dald das Protein Glykosilierungen besitzt, die fur ein biologisch aktives
Protein zwingend erforderlich sind.

In Untersuchungen zur BindungsstGchiometrie zwischen dem B8R-Protein und IFN-y konnte
ein Verhdltnis von 2 : 1 festgestellt werden. Dieses Ergebnis untermauert das generierte
B8R-Modell und die daraus resultierende Annahme, dal3 der Viroceptor B8R an die gleiche
Stelle am IFN-y anbindet, wie auch der IFNGR1.

Durch die Herstellung der chiméren Rezeptorkonstrukte, bestehend aus einem extrazellularen
Anteil B8R und einem intrazellularen Anteil des IFNGR, war es moglich, nach Transfektion in
somatische CHO-Hybridzellen die Signaltransduktion zu untersuchen. Die Konstruktionen
basierten mal3geblich auf den Ergebnissen des Aminosdurealignments von B8R und IFNGR. Es
konnte bel keinem chiméren Rezeptor eine Signaltransduktion detektiert werden.

Die Ergebnisse aus den IFN-y in vivo Untersuchungen unterstreichen, dal3 der membransténdige,
chimére B8R/IFNGR in der Lage ist, IFN-y zu binden. Das Bindungsverhéltnis von IFN-y-
Dimer zum chiméren Rezeptor betrégt dabei 1 : 2.

Das dreidimensionale B8R Proteinmodell, die Ergebnisse des Gel-Shift-Assays nach
Crosslinking Reaktion und auch der IFN-y in vivo Assay zeigen auf, dald sich ein
stochiometrisches Bindungsverhaltnis zwischen dem B8R-Protein und dem |FN-y-Dimer
von 2 : 1 aushildet.

Rekombinantes B8R-Protein aus einem geeigneten Expressionssystem, das biologisch aktives
Material in ausreichender Menge hervorbringt, wird zur experimentellen Untersuchung der

Struktur des Proteins und zum besseren Verstandnis der Bindungseigenschaften beitragen.
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Man muf3viel studieren, um wenig zu wissen.
Charles de Secondat Montesquieu
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Anhang

A) Adressen der verschiedenen Datenbanke

American Type Culture Collection (ATCC)(http://www.atcc.org/)

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

ExPASy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/)

Swiss-ProT Datenbank (Bairoch & Apweiler) (http://www.expasy.ch/)
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C) Nukleotid und Aminosaur esequenz von hulFNGR2
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IFNGR2
250
CTG AAA
L K
ICD
270
ATA GAA
I E
290
TCA CCA
S P
310
GAA GAT
E D

CCT CAG
P Q

GCC CTG

AAA TGG

GAG TGT

CTA CGC

CAA CAC

GGC TCC

TTT TGT

AGA AGC

CAG GCA

TCT TGC

GTG GGA

TAT AGA

Y R
IFNGR2

GAG TAT
E Y

AAG GAT
K D

GTT CTC
v L

GTC

CAC

AGC

TTC

GAC

CTT

TAT

CTC

TAT

AAC

CAA

TAC

ACA

GGC

TTA

GAC

CAA
Q

TTC GCC

CCG AAG

AAT AGC

ACG GCC

TTC ACT

CGA GCT

CGG AAT

ATC ATC

TAT GTC

TCC ATT

CTG CTT

GAA ACA

TTT TCG

CTG ATT

L I

> > >

AAA GAC
K D

GTC TGG
v W

ACG CTT
T L

GCC

ATT

GCC

CGC

ACG AGG

GAC ATC

GCC

GAG

GTG

AGG

CAT

TCA

TGG

ATG

TTG

Ccca

GAC

TGA
stop

GCC

CTG

ACT

TTC

TAC

TTG

AAC

GCA

CTG

TAC

ACT

TCT

GCC

CTG

CCT

ATG

AGT

GGA

GTC

TCC

TGG

GAT

GAT

TCG

TGG

CAG

GTG
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D) Nukleotid- und Aminosiuresequenz desin pTrcHisB klonierten ORF B8R
von Vaccinia Virus VR-119 (Western Reserve)

Die Nummerierung der Aminosauren im Protein bezieht
sich auf diein der Datenbank angegebene Annotation

Nco | His - Tag
5°..AAA CC ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT GGT ATG GCT AGC ATG ACT
M G G S H H H H H H G M A S M T

Anti-Xpress Antibody Epitop 1
GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG ACT CTG TAC GAC GAT GAC GAT AAG GAT CCC ATG AGA
G 6 Q @ M G R T L Y D D D D K D P Met Arg

10 20
TAT ATT ATA ATT CTC GCA GTT TTG TTC ATT AAT AGT ATA CAC GCT AAA ATA ACT AGT
Tyr Ile Ile Ile Leu Ala Val Leu Phe Ile Asn Ser Ile His Ala Lys Ile Thr Ser

30 40
TAT AAG TTT GAA TCC GTC AAT TTT GAT TCC AAA ATT GAA TGG ACT GGG GAT GGT CTA
Tyr Lys Phe Glu Ser Val Asn Phe Asp Ser Lys Ile Glu Trp Thr Gly Asp Gly Leu

40 50
TAC AAT ATA TCC CTT AAA AAT TAT GGC ATC AAG ACG TGG CAA ACA ATG TAT ACA AAT
Tyr Asn Ile Ser Leu Lys Asn Tyr Gly Ile Lys Thr Trp Gln Thr Met Tyr Thr Asn

60 70
GTA CCA GAA GGA ACA TAC GAC ATA TCC GCA TTT CCA AAG AAT GAT TTC GTA TCT TTC
Val Pro Glu Gly Thr Tyr Asp Ile Ser Ala Phe Pro Lys Asn Asp Phe Val Ser Phe

80 90
TGG GTT AAA TTT GAA CAA GGC GAT TAT AAA GTG GAA GAG TAT TGT ACG GGA CTA TGC
Trp Val Lys Phe Glu Gln Gly Asp Tyr Lys Val Glu Glu Tyr Cys Thr Gly Leu Cys

100 110
GTC GAA GTA AAA ATT GGA CCA CCG ACT GTA ACA TTG ACT GAA TAC GAC GAC CAT ATC
Val Glu Val Lys Ile Gly Pro Pro Thr Val Thr Leu Thr Glu Tyr Asp Asp His Ile

120 130
AAT TTG TAC ATC GAG CAT CCG TAT GCT ACT AGA GGT AGC AAA AAG ATT CCT ATT TAC
Asn Leu Tyr Ile Glu His Pro Tyr Ala Thr Arg Gly Ser Lys Lys Ile Pro Ile Tyr

140 150
AAA CGC GGT GAC ATG TGT GAT ATC TAC TTG TTG TAT ACG GCT AAC TTC ACA TTC GGA
Lys Arg Gly Asp Met Cys Asp Ile Tyr Leu Leu Tyr Thr Ala Asn Phe Thr Phe Gly

160 170
GAT TCT GAA GAA CCA GTA ACA TAT GAT ATC GAT GAC TAC GAT TGC ACG TCT ACA GGT
Asp Ser Glu Glu Pro Val Thr Tyr Asp Ile Asp Asp Tyr Asp Cys Thr Ser Thr Gly

180 190
TGC AGC ATA GAC TTT GCC ACA ACA GAA AAA GTG TGC GTG ACA GCA CAG GGA GCC ACA
Cys Ser Ile Asp Phe Ala Thr Thr Glu Lys Val Cys Val Thr Ala Gln Gly Ala Thr
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200 210
GAA GGG TTT CTC GAA AAA ATT ACT CCA TGG AGT TCG GAA GTA TGT CTG ACA CCT AAA
Glu Gly Phe Leu Glu Lys Ile Thr Pro Trp Ser Ser Glu Val Cys Leu Thr Pro Lys
220 230
AAG AAT GTA TAT ACA TGT GCA ATT AGA TCC AAA GAA GAT GTT CCC AAT TTC AAG GAC
Lys Asn Val Tyr Thr Cys Ala Ile Arg Ser Lys Glu Asp Val Pro Asn Phe Lys Asp
240
AAA ATG GCC AGA GTT ATC AAG AGA AAA TTT AAT AAA CAG TCT CAA TCT TAT TTA ACT
Lys Met Ala Arg Val Ile Lys Arg Lys Phe Asn Lys Gln Ser Gln Ser Tyr Leu Thr
250 260
AAA TTT CTC GGT AGC ACA TCA AAT GAT GTT ACC ACT TTT CTT AGC ATG CTT AAC TTG
Lys Phe Leu Gly Ser Thr Ser Asn Asp Val Thr Thr Phe Leu Ser Met Leu Asn Leu
270 272
Hind
ACT AAA TAT TCA TAA AAGCTTGGC...3~
Thr Lys Tyr Ser stop
E) In den Datenbanken vero6ffentliche Sequenzen von Vaccinia Virus
Stammen
Stamm Accession No. Locus Bemerkung
Western Reserve P24770 VB_08VACCV 272 AS
Copenhagen P21004 VB_08VACCC 272 AS 5 Mutationen
Ankara AAC40830 AF 016273.1 226 AS
Tian Tan AF 095689 AF 095689 272 AS 2 Mutationen
Weyth AJ 404659 Sequenz wie WR
Praha AAD22050 AF120160.1 Sequenz wie WR
LIVP 272 AS 3 Mutationen
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