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1. Einleitung 

1.1 Das humane Immundefizienzvirus HIV 

1.1.1 Entdeckung und Epidemiologie  

Im Jahre 1983 wurde ein neuartiges Retrovirus unabhängig voneinander von Luc 

Montagnier am Pasteur Institut in Paris und von Robert Gallo am nationalen Krebsinstitut in 

Bethesda entdeckt. Luc Montagnier bezeichnete dieses Virus als Lymphadenopathie-Virus 

(LAV-I), wohingegen Robert Gallo das Virus als humanes T-Zell-Leukämie-Virus (HTLV-III) 

beschrieb 1,2. Wenig später wurden beide als möglicher Auslöser von AIDS (acquired 

immunodeficiency syndrome) identifizert und von nun an als HIV (human immunodeficiency 

virus) bezeichnet 3.  

Seit der Aufzeichnung der ersten AIDS-Erkrankungen hat sich das HI-Virus pandemisch auf 

der ganzen Welt ausgebreitet. Laut Schätzungen der Organisation UNAIDS waren Ende 

2009 33.3 Millionen Menschen mit dem Virus infiziert 4. 

steigend  > 25%

stabil

sinkend  >25%

in der Analyse nicht inbegriffen
 

Abb. 1.1: Veränderungen in der Häufigkeitsrate von HIV-Infektionen zwischen 2001 und 2009 in 

ausgewählten Ländern (nach UNAIDS). 

 

In 33 Ländern ist die HIV-Häufigkeitsrate zwischen 2001 und 2009 um mehr als 25 % 

gefallen, wobei 22 dieser Länder sich im südlich der Sahara gelegenen Teil Afrikas befinden 

(Abb. 1.1). Trotz dessen ist dieses Gebiet mit 22.5 Millionen Infizierten und einer 

Neuinfektionsrate von 1.8 Millionen im Jahr 2009 am schlimmsten von der HIV-Epidemie 

betroffen. Alarmierend ist aber auch der Zuwachs an HIV-positiven von mehr als 25 % in 
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bestimmten Ländern Vorder- und Zentralasiens sowie in Bangladesch und auf den 

Philippinen 4. Die Raten jährlicher HIV-Neuinfektionen in Europa, Zentralasien und 

Nordamerika blieben in den letzten 5 Jahren relativ stabil. Nichtsdestotrotz spielt 

ungeschützter Verkehr bei Homosexuellen vor allem in einkommensstarken Ländern wieder 

eine besorgniserregende Rolle 4. In Osteuropa und Zentralasien ist besonders die 

Wiederverwendung von benutzten Spritzen unter Drogenabhängigen für die hohe HIV-

Übertragungsrate verantwortlich. 

1.1.2 Struktureller Aufbau von HIV-1 

Alle Retroviren besitzen einen ähnlichen Aufbau ihrer infektiösen Partikel und haben einen 

Durchmesser von ca. 100 nm (Abb. 1.2). Im Inneren des Viruspartikels befindet sich das 

Capsid - aufgebaut aus dem p24-Anteil des gruppenspezifischen Antigens Gag - mit 2 

identischen Kopien einzelsträngiger RNAs, welche einen Ribonucleotidkomplex mit dem 

Gag-Nucleocapsidprotein Ncp7, der reversen Transkriptase, der Protease und der Integrase 

ausbilden 5. Das myristilierte Protein p17 (Matrixprotein) kleidet die Innenseite der 

Membran aus und ist über aminoterminale Myristinsäurereste in der Lipidhüllmembran 

verankert, welche von der Cytoplasmamembran der Wirtszelle abgeleitet ist. In dieser 

Hüllmembran ist das transmembrane Glykoprotein gp41 eingebettet und nichtkovalent mit 

dem extrazellulären Glykoprotein gp120 verbunden.  

gp41

Hüllmembran

p17 (Matrixprotein)

p24 (Capsidprotein)

p7 (Nucleocapsidprotein)

RNA

Reverse Transkriptase/Ribonuclease H

Integrase

Protease

gp120

 
 

Abb. 1.2: Aufbau eines Retroviruspartikels am Beispiel des humanen Immundefizienzvirus Typ 1 (HIV-1) 6. 

Der Aufbau des ca. 9.2 kb großen RNA-Genoms von HIV-1 erfolgt nach dem für Retroviren 

charakteristischen Organisationsschema 5´-LTR-gag-pol-env-LTR-3´(Abb. 1.3). Die long 

terminal repeats (LTRs) flankieren insgesamt 9 offene, überlappende Leserahmen, die alle cis-

aktiven Sequenzen, Promotor- und Enhancer-Elemente für die Expression viraler 
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Genprodukte beinhalten 7. Alle viralen Proteine können gemäß ihrer Funktion und zeitlichen 

Expression in Gruppen unterteilt werden 5. Sowohl die Proteine Gag (group-specific antigen) 

und Env (envelope) als auch die pol-Genprodukte Protease, reverse Transkriptase und 

Integrase zählen zur Gruppe der Strukturproteine. Tat, Rev und Nef gehören zu den frühen 

regulatorischen Proteinen; Vif, Vpu und Vpr werden als späte akzessorische Proteine 

bezeichnet.  

 

 

Abb. 1.3: Genomaufbau und Anordnung der neun Leseraster von HIV-1 nach der Integration 8. Abkürzungen 

siehe Text. 

1.1.3 Virusreplikation 

Viruseintritt 

Die Zielzellen der HI-Viren sind T-Lymphozyten, dendritische Zellen, Monocyten und 

Makrophagen. All diese Zellen besitzen das Membran-Glykoprotein CD4, ein Mitglied der 

Immunglobulin-Superfamilie, als zellulären Oberflächenrezeptor 9. In der Regel erkennt 

dieser im Zuge einer zellulären Immunantwort gemeinsam mit dem T-Zell-Rezeptor das mit 

einem Antigen beladene MHC-Klasse II Molekül. Bei der Adsorption der HI-Viren bindet die 

konservierte C3-Region des externen Teils des gp120-Proteins, welches als trimerer, 

glykosylierter Komplex in seiner nativen Konformation vorliegen muss, mit hoher Affinität 

an den CD4-Rezeptor 10. Diese Bindung führt zu einer Konformationsänderung im gp120, 

wodurch die variable Region V3 exponiert wird und die Regionen V1 und V3 mit einem 

weiteren Oberflächenrezeptor, einem Chemokinrezeptor, interagieren 11. 

Chemokinrezeptoren gehören zur Familie der Rhodopsinrezeptoren und sind 

charakteristisch mit sieben Transmembrandomänen in der Cytoplasmamembran verankert. 

Sie lösen in der Zelle Signalkaskaden aus, welche zu den G-Proteinen weitergeleitet 

werden 12. HIV bevorzugt je nach Virusisolat den α-Chemokinrezeptor CXCR4 oder den 

β-Chemokinrezeptor CCR5. Dies erklärt den unterschiedlichen Zelltyp-Tropismus des Virus. 

Während Leukozyten, Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten typischerweise CXCR4 

exprimieren und somit den lymphotropen HIV-Varianten (X4-Viren) als Eintrittspforte 

dienen, bilden Makrophagen und dendritische Zellen, aber auch Monozyten, T-Zellen und 
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natürliche Killerzellen den Rezeptor CCR5 aus und werden überwiegend von 

makrophagentropen Varianten (R5-Viren) infiziert 13-15. Die hohe Sequenzvariabilität der V3-

Region ist somit ausschlaggebend für den Zelltropismus von HIV. Die Bindung des gp120-

Proteins an die Zielzelle hat konformationelle Umlagerungen im membranständigen gp41-

Protein zur Folge, welches unmittelbar zur Verschmelzung der Virus- und 

Cytoplasmamembran der Wirtszelle führt. Die Fusionsreaktion vermittelt die aktivierte 

Ektodomäne von gp41 bestehend aus dem hydrophoben N-Terminus und einer N- und C-

Helix. Strukturelle Analysen zeigten, dass diese Helices, im Kontext eines gp41-Trimers, 

antiparallel angeordnet sind, um ein sechs-Helixbündel auszubilden 16,17.  

Post-Entry 

Nach dem Eintritt des Capsids erfolgt nun der noch wenig erforschte Teil des Viruszyklus. 

Bei diesem als „uncoating‚ bezeichneten Vorgang entlässt das Capsid seinen Inhalt ins 

Cytoplasma. Hierbei entsteht ein reverser Transkriptionskomplex (reverse transcription 

complex, RTC) bestehend aus dem Matrixprotein (MA), der Protease (PR), der reversen 

Transkriptase (RT), dem Nukleocapsidprotein (NC), der Integrase (IN) und einem als virus 

protein rapid (Vpr) bezeichneten akzessorischen Protein 18-20. Die RT schreibt das RNA-Genom 

in doppelsträngige DNA um, wobei diese während der DNA-Synthese der beiden Stränge 

10-3 bis 10-4 falsche Basen einbaut und somit zu der bei Retroviren beobachteten hohen 

Mutationsrate beiträgt 8. Die virale DNA wird nachfolgend als Teil des entstandenen 

Präintegrationskomplexes (PIC) aktiv in den Zellkern transportiert und mit Hilfe der 

assoziierten IN bevorzugt an transkriptions-aktiven Bereichen in das Wirtsgenom 

integriert 21,22. Hierbei können zelluläre Gene zerstört oder unter Kontrolle des 3’LTR-

Promotors aktiviert werden. Weiterhin kann auch die Aktivität des 5’LTR-Promotors und 

somit die Transkription des Virusgenoms durch Integration an hochgradig methylierten 

oder genetisch inaktiven Abschnitten vermindert oder vollständig gehemmt werden.  

Genexpression 

An den LTRs wird die Transkription der viralen Gene durch zelluläre Polymerasen 

initialisiert. Hierbei spielen die cis-aktiven Sequenzelemente der U3-Region des LTR, an die 

verschiedene zelluläre Faktoren binden, eine wichtige Rolle für die RNA-Synthese 23. Die 

basale Transkriptionsaktivität des HIV-LTR ist sehr gering, wird aber durch die 

Anwesenheit des regulatorischen RNA-bindenden Tat (transcriptional transactivator)-Proteins 

um den Faktorn 100 erhöht 24,25. Tat bindet zusammen mit den zellulären Faktoren CycT und 
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Cdk9, welche den Elongationsfaktor pTEF-b ausbilden, an die stem loop-Struktur TAR (Tat 

activation region), die sich am 5'-Terminus aller viralen mRNAs befindet 26. Dies resultiert in 

einer Hyperphosphorylierung der C-terminalen Domäne der RNA-Polymerase II und damit 

in einer drastisch gesteigerten, transkriptionellen Prozessivität  10,27. Zudem kann Tat von den 

Zellen sezerniert und von Nachbarzellen aufgenommen werden, wo es zelluläre Funktionen 

und die Genexpression beeinflussen kann 28,29. Unter anderem reguliert es die Expression von 

p53 (Tumorsuppressor), Bcl-2 (Kontrolle der Apoptose) und induziert die Expression der 

HIV-1 Corezeptoren CXCR4 bzw. CCR5 30-32. In dieser frühen Phase der Infektion befinden 

sich drei verschiedene Klassen viraler mRNA im Zellkern: 1) ungespleißte mRNAs (ca. 9 kb), 

welche für die Gag- und Gag-Pol-Proteine codieren und den RNA-Genomen der HI-Viren 

entsprechen, 2) einfach gespleißte mRNAs mit einer Größe von ca. 5 kb, von denen die 

Proteine Env, Vif, Vpu und Vpr translatiert werden und 3) vollständig gespleißte mRNAs 

(ca. 2 kb groß), die für die Proteine Tat, Rev und Nef codieren und keine RRE (rev-responsive 

element)-Sekundärstruktur besitzen. Da die meisten zellulären mRNAs vollständig gespleißt 

sein müssen, um aus dem Zellkern auszutreten, stellt dies eine Barriere für die einfach und 

un-gespleißten Transkripte des Virus dar. Dieses Problem wird durch das Zusammenspiel 

des viralen Proteins Rev (regulator of expression of viral proteins) und des cis-akiven RNA-

Elements RRE umgangen 33. Durch Bindung an die RRE-Sekundärstruktur im Intron im 

Bereich des env-Leserahmens multimerisiert Rev an RNA-Transkripten, die für die späten 

viralen Genprodukte codieren. Der Spleißprozess wird somit verhindert und die Transkripte 

werden ungespleißt mit Hilfe des Rev-Proteins ins Zytoplasma exportiert (1.2). Die Aktivität 

des Rev-Proteins ist also Voraussetzung für den Übergang von der frühen zur späten 

Zyklusphase.  

Partikelproduktion 

Die Synthese des Env-Glykoproteins erfolgt als Vorläuferprotein gp160 am rauhen 

endoplasmatischen Retikulum (ER). Das Protein wird durch das Signalpeptid am N-

Terminus in das Lumen des ER eingeschleust und an Asparaginresten glykosyliert. Im ER 

bildet gp160 intramolekulare Disulfidbrücken aus und oligomerisiert zu einem trimeren 

Komplex. Auf seinem Weg zur Zelloberfläche wird gp160 im Golgi-Netzwerk durch eine 

Furinprotease in das reife Oberflächenglykoprotein gp120 und das mit gp120 nichtkovalent 

verknüpfte transmembrane gp41-Protein gespalten 34. gp120 wird anschliessend durch die 

Anheftung von komplexen Zuckern im Golgi-Netzwerk modifiziert. Durch die Interaktion 
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von gp41 mit der MA-Domäne des Gag-Vorläufers werden an der Oberfläche der infizierten 

Zellen Env-Glykoproteine in entstehende Viruspartikel verpackt 35.  

Die Virusassemblierung wird durch das Gag-Vorläuferprotein gesteuert, welches aus den 

Proteinen MA, CA, NC, dem linker-Protein p6gag und den beiden Peptiden p1 und p2 

besteht 36. In 5-10 % aller Translationsereignisse entsteht aufgrund eines Leserastersprungs 

das Gag-Pol-Vorläuferprotein, welches neben den Proteinen MA, CA, NC und p1 anstelle 

von p2 und p6gag das transframe-Protein p6*, die PR, RT und IN ausbildet. Die Gag- und Gag-

Pol-Polyproteine werden an freien Ribosomen synthetisiert, wobei cotranslational das 

aminoterminale Methionin abgespalten und das folgende Glycin myristyliert wird, so dass 

die Proteine zur Cytoplasmamembran gelenkt werden und dort an die Innenseite der 

Membran binden 37. Durch Akkumulation von Gag- und Gag-Pol-Molekülen wird an 

bestimmten Stellen der Cytoplasmamembran unter Beteiligung des p6gag-Proteins die 

Ausstülpung und Abknospung unreifer Viruspartikel eingeleitet 10,38. Diese bestehen aus 

Gag- und Gag-Pol-Proteinen, zwei Kopien der genomischen RNA, den viralen Proteinen 

Vpr, Nef und Vif, zellulären Proteinen sowie Env-Proteinen auf der Partikeloberfläche 39. Das 

Verpackungssignal ψ, eine cis-aktive Sequenz in der leader-Region zwischen dem U5-Bereich 

und dem Gag-ORF (open reading frame) ungespleißter RNA, sorgt durch Interaktion mit 

Zinkfingermotiven der NC-Proteine in den Gag- und Gag-Pol-Vorläufern für die 

hochspezifische Verpackung ungespleißter, viraler RNA 40,41. Vpr blockiert unter anderem 

den Zellzyklus in der G2-Phase und kann somit die Apoptose induzieren; desweiteren wirkt 

es am Transport des PIC in den Zellkern mit 42-44. Das Vif-Protein wird als Bestandteil des 

Nukleoproteinkomplexes in die Viruspartikel verpackt und beeinflusst die Infektiosität 10. 

Die Funktion des Pathogenitätsfaktors Nef ist sehr vielfältig 45. Es reduziert die Expression 

der CD4- und MHC-Klasse I Moleküle auf der Oberfläche infizierter Zellen, stimuliert die 

Virusproduktion durch den Eingriff in zahlreiche, zelluläre Signalwege (z. B. Apoptose 

cytotoxischer T-Zellen, Aktivierung HIV-infizierter T-Zellen), kann aber auch die Menge 

anderer Proteine auf der Zelloberfläche  (CD3, Chemokinrezeptoren, MHC-Klasse II-

Proteine) verringern 46-52.  

Maturation 

Im Anschluss folgen die Prozessierungsschritte, die zu einem reifen, infektiösen 

Viruspartikel führen. Essentiell hierfür ist die Aktivierung der viralen Protease, welche ihre 

volle Funktion als Dimer erst aufgrund der hohen lokalen Konzentration der Gag-/Gag-Pol-



Einleitung 

7 

Vorläuferproteine und des leicht sauren Milieus (bedingt durch die AS-Zusammensetzung 

der Virusproteine) im unreifen Viruspartikel entfalten kann 53,54. Eine vorzeitige Aktivierung 

der Protease würde die Assemblierung und die Virusfreisetzung verhindern. So werden die 

Proteinvorläufer kontrolliert in ihre Einzelkomponenten (MA, CA, NC, linker-Proteine, RT, 

IN) gespalten; zugleich erfolgen strukturelle Umlagerungen im Partikel und die Ausbildung 

des Capsids 55.  

1.2 Das HI-virale Protein Rev 

1.2.1 Funktion 

Das Rev-Protein ist ein 116 Aminosäuren großes RNA-Bindeprotein mit einem 

Molekulargewicht von 13 kDa. Zwei Exons im Bereich des env-Gens codieren für das rev-Gen 

und werden durch Spleißprozesse zusammengeführt 56. Das Protein wird an zwei Serin-

Aminosäureresten phosphoryliert. Diese posttranslationale Modifikation ist für die schnelle 

Ausbildung einer effizienten RNA-bindenden Konformation des Proteins essentiell 57. Es 

wurde gezeigt, dass Rev hauptsächlich im Zellkern und dem Nucleolus lokalisiert ist und 

die Kernporen in beide Richtungen passieren kann 58,59. Als shuttle-Protein transportiert Rev 

ungespleißte und einfach gespleißte mRNA-Spezies aus dem Zellkern ins Cytoplasma und 

trennt somit die frühe, Rev-unabhängige Phase von der späten, Rev-abhängigen Phase der 

mRNA-Translation. Ohne Unterstützung durch Rev würden die intronhaltigen Transkripte 

für die Proteine Gag, Pol, Env, Vif, Vpr und Vpu im Kern zurückgehalten und abgebaut 

werden. Im Zellkern bindet Rev spezifisch an die RNA-Sekundärstruktur RRE, eine ca. 234 

Nucleotide-lange RNA-Sequenz im Bereich des env-Gens aller einfach gespleißten und 

ungespleißten mRNA-Moleküle, und ermöglicht so den Export ins Cytoplasma 60.  

Der Export (Abb. 1.4) wird durch die Interaktion der Leucin-reichen Region von Rev, die das 

Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) birgt, mit dem zellulären Kernexportfaktor 

CRM-1 (chromosome region maintenance gene 1) eingeleitet 61,62. Dieser interagiert seinerseits 

mit Ran-GTP, so dass ein Komplex aus Rev, RRE-RNA, CRM-1 und Ran-GTP im Nucleus 

entsteht 63. CRM-1, auch als Exportin 1 bekannt, ist ein Transportrezeptor und gehört zur 

Importin-β-Familie. Dieser Ribonucleoproteinkomplex wird über eine Kernpore ins 

Cytoplasma exportiert und zerfällt dort durch die Hydrolyse von Ran-GTP zu Ran-GDP in 

seine Bestandteile. Rev wird durch Interaktion mit seiner Kernlokalisationsdomäne NLS 
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(nuclear localization signal) über einen weiteren Transportrezeptor, Importin-β, welcher 

zugleich an Ran-GDP gebunden ist, über eine Kernpore zurück in den Zellkern 

transportiert 33,64,65. Im Nucleus dissoziiert der Komplex in seine Bestandteile durch den 

Austausch von Ran-GDP zu Ran-GTP und entlässt sowohl das Rev-Protein als auch 

Importin-β für den nächsten Transportzyklus 64.  

Cytoplasma

Nucleus

 
 

Abb. 1.4: Interaktionen von Rev während des Exports viraler, intronhaltiger RRE-RNA über den CRM-1/Ran-

GTP-Zyklus (verändert nach 66). 

 

In neuesten Studien konnten weitere Funktionen des Proteins aufgedeckt werden. Einerseits 

vermittelt es den Rev-abhängigen Kernexport viraler RNA-Spezies ins Cytoplasma, 

andererseits scheint es auch die Verpackung der ungespleißten RNA in virale Partikel, die 

auch als template für die Translation der Gag-Pol-Proteine dient, zu stimulieren 67,68. Eine 

mögliche Hypothese hierfür wäre, dass mit Hilfe von Rev die virale genomische RNA über 

den CRM-1-Zyklus in ein subcytoplasmatisches Kompartiment transportiert wird und 

dadurch nachfolgende sequenzspezifische Interaktionen des Gag-Nucleocapsids mit den 

Verpackungssignalen im 5‘-UTR (untranslated region) der genomischen RNA begünstigt 

werden 68. Desweiteren erhöht es die Translationseffizienz und stimuliert die 

Proteinexpression durch Modulation des Verhältnisses verschieden gespleißter Transkripte 

im Nucleus und Cytoplasma 66,69. Ausserdem greift es durch die Regulation der 

Integrationsfrequenz des viralen Genoms in infizierten Zellen in die frühe Phase der viralen 

Replikation ein, um möglicherweise zellulären Superinfektionen vorzubeugen 69,70. Es konnte 

gezeigt werden, dass Rev mit der viralen Integrase wechselwirkt und Rev-abgeleitete 

Peptide die Integration des Virusgenoms in die Zielzelle hemmen; wohingegen Integrase-
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abgeleitete Peptide, ähnlich wie bei einer Infektion mit einem rev-defizienten Virus, die 

Integration stimulieren 70-72. Zudem interagiert Rev mit LEDGF/p75, dem zellulären Cofaktor 

der Integrase; beide Proteine konkurrieren um die gleiche Bindestelle in LEDGF/p75 71. 

Dieses ist für die Anbindung des Präintegrationskomplexes an das Wirtschromatin durch 

direkte Interaktion mit der Integrase und/oder Hemmung der Degradation der Integrase im 

Proteasom zuständig 73. Grewe und Überla stellten ein mögliches Modell zur Rev-

vermittelten Reduktion der Integrationseffizienz während der frühen Phase des HIV-1 

Replikationszyklus vor 69. Dabei bindet Rev die Integrase, welche wiederum mit LEDGF/p75 

interagiert. Durch die Rev-Bindung wird die Aktivität der Integrase gehemmt und die 

Bindung des Präintegrationskomplexes an das Wirtschromatin verhindert.  

1.2.2 Struktur 

Oligomerisierung

NLS 
+ 

RRE Bindung

NES
+ 

Aktivierung

1 35 51 75 85 11615

 

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der Rev-Domänen. 

Der N-terminale Bereich erstreckt sich von AS 1-74 und beinhaltet die beiden Oligomerisierungsbereiche (AS 15-

34 und AS 51-74), sowie die RRE-Bindestelle und das Kernlokalisationssignal NLS (AS 35-50). Der C-terminale 

Bereich erstreckt sich von AS 75-116 und enthält die Aktivierungsdomäne und das Kernexportsignal NES (AS 75-

84). AS: Aminosäure; NES: nuclear export signal; NLS: nuclear localization signal; RRE: rev responsive element. 

 

Die N-terminale Region (AS 1-74) besteht aus zwei Oligomerisierungsdomänen (AS 15-34 

und AS 51-74), die eine 15 Aminosäuren lange Sequenz (AS 35-50) mit einem Arginin-

reichen, zentralen Kern, dem Kernlokalisierungssignal (nuclear localisation signal, NLS) 

flankieren 74. In dieser Domäne befindet sich ebenfalls der RRE (rev-responsive element)-

Bindebereich, über den Rev an seine RNA-Zielstruktur bindet 75. Studien der Rev-RRE 

Assemblierung belegen, dass sich Rev-Monomere nach Bindung an RRE zu höheren 

Komplexen zusammenlagern und durch kooperative Protein-Protein- und Protein-RNA-

Interaktionen stabilisiert werden 76-78. Diese Oligomerisierung ist überaus wichtig für die 

Aktivität des Proteins und somit für die Replikation von HIV-1 76,77,79,80. Die genaue Anzahl 

der erforderlichen Rev-Monomere zur Bildung eines solchen Aktivierungskomplexes war 

lange Zeit unbekannt 81. In vitro-Bindungsstudien an das RRE zeigen, dass mindestens acht 

oder mehr Rev-Moleküle an ein einziges RRE binden könnten 82-84. Erst kürzlich wurde 

gezeigt, dass vermutlich 6 Rev-Moleküle auf dem RRE assemblieren 85.  Zelluläre Cofaktoren 
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sollen die Oligomerisierung von Rev erleichtern 86. Die C-terminale Region (AS 75-116) des 

Rev-Proteins beinhaltet ein Leucin-reiches Motiv, das als Proteinaktivierungsdomäne (AS 75-

84) bezeichnet wird. Über dieses erfolgt die Interaktion mit zellulären Proteinen, welche für 

die Rev-Aktivität von entscheidender Bedeutung sind 87,88. Ausserdem ist dort das für den 

Rev-vermittelten Kernexport viraler mRNA-Spezies essentielle Exportsignal (nuclear export 

signal, NES) lokalisiert 89. Unter den für die Rev-Aktivität wichtigen, zellulären 

Interaktionspartnern befindet sich auch der eukaryotische Initiationsfaktor 5A (eIF-5A), 

welcher womöglich als Adapterprotein zwischen der viralen RNA und der zellulären 

Exportmaschinerie fungiert 90-92. Das poly(A)-bindende Protein 1 (PABP1) assoziiert Rev-

abhängig mit cytoplasmatischen HIV-1 RNA-Molekülen und scheint eine Rolle in der 

Translation zu spielen 93. Desweiteren bindet die RNA-Helikase A (RHA) Rev-abhängig an 

das RRE und erhöht die virale Expression 94. Das zelluläre Protein Purα wurde in jüngsten 

Studien als Bindepartner von Rev und RRE entdeckt 95. Die DEAD-box Helikase DDX3 und 

das human Rev-interacting protein (hRIP) scheinen ebenfalls die Rev-Funktion zu 

transaktivieren und die virale Replikation zu erhöhen 96-100. Ein Interaktionspartner, welchem 

im Hinblick auf den Rev-Kernexport große Aufmerksamkeit und Bedeutung zugeschrieben 

wurde, ist das zelluläre Protein Sam68 (1.4).  

 

Abb. 1.6: Ribbon-Darstellung eines Rev-Monomers 101. 

Die N-terminale Domäne von Rev bildet ein Helix-loop-Helix-Motiv aus. Der ersten α-Helix (α1, türkis) folgt eine 

loop-Region (grau), welche anschliessend in die zweite längere α-Helix (α2, blau-türkis) übergeht. Die RRE-

Bindestelle in der zweiten α-Helix ist dunkelblau markiert. Es entsteht somit eine kombinierte Oberfläche, die als 

potentielle intermolekulare Bindestelle, unter anderem für zelluläre Proteine, dienen könnte 81. α1: erste α-Helix; 

α2: zweite α-Helix; C: C-Terminus; N: N-Terminus. 

 

Die Sekundärstruktur des Rev-Proteins beschreibt, dass der N-Terminus mit den beiden 

Oligomerisierungsdomänen und der dazwischen liegenden RRE-Bindestelle eine Helix-loop-

Helix-Struktur ausbildet, wobei die beiden Helices durch intramolekulare, hydrophobe 

Kräfte stabilisiert werden 81,102. Die Tertiärstruktur konnte lange Zeit nicht aufgeklärt werden, 

da die Kristallisation von Rev aufgrund seiner Neigung in Lösung zu einem 

Filamentkomplex zu oligomerisieren, nicht möglich war 103. Durch die Entwicklung eines Fab 
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(Antigen-bindenden)-Fragments, welches die Polymerisierung von Rev durch starke 

Interaktion unterbindet und somit das Protein strukturell stabilisiert, konnte erst kürzlich ein 

Rev-Fab-Komplex aufgereinigt und kristallisiert werden 104. Obwohl das Volllänge-Rev-

Protein in den Kristallen vorhanden war, konnte aber nur die N-terminale Domäne (AS 9-65) 

aufgelöst werden 101. Die dreidimensionale Struktur ist in Abbildung 1.6 dargestellt.  

1.2.3 Rev-Interaktion mit dem rev-responsive element (RRE) 

Voraussetzung für den viralen RNA-Export ist die kooperative Bindung mehrerer Rev-

Moleküle an die RRE-Sekundärstrukur und somit die Assemblierung zu einem 

hochspezifischen Ribonucleoprotein (RNP) 77,105. Das RRE-Element ist eine 234 bp lange 

Region innerhalb des env-Leserahmens und besteht aus vier Schleifen (Stemloop II-V) und 

einem Hauptstamm (Stem I) (Abb. 1.7a) 58,106. Für die Rev-Bindung ist hauptsächlich der 

Stemloop IIB und IA relevant. Beide bilden aus nicht gepaarten Nucleotiden eine kleine, 

Purin-reiche Blase aus 62,82,107,108. Biochemische Studien zeigten, dass unter anderem zwei 

bestimmte Sets an konservierten Aminosäuren für die Oligomerisierung von 6 Rev-

Molekülen an einem RRE von Bedeutung sind. Die Aminosäuren Leu18, Phe21 und Ile55 

werden für die Ausbildung einer Dimerisierungsoberfläche benötigt, wohingegen Leu12, 

Val16 und Leu60 eine höher geordnete Oligomerisierungsoberfläche ausbilden 109,110. Diese 

Erkenntnisse und die Auflösung der kristallinen Struktur des Proteins ermöglichten es, ein 

Modell für die Oligomerisierungs-vermittelte kooperative Assemblierung zu einem Export-

fähigen Ribonucleoprotein-Komplex (RNP) aufzustellen 109. Die Bindung eines Rev-

Monomers an das RRE erfolgt zunächst am Stemloop IIB 108,111. Ein zweites Rev-Monomer 

kann erst binden, wenn die zusammengesetzte Bindestelle aus der Dimerisierungsoberfläche 

und der zweiten RNA-Bindestelle genau ausgerichtet ist 84,109. Weitere Oligomerisierung- und 

Protein-RNA-Interaktionen führen gleichermaßen zur Formation des fertigen Rev-RRE 

RNPs-Komplexes (Abb. 1.7b).  

a) 
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b) 

Virale RNA

HIV Rev Oligomer

Exportkomplex 
der Wirtszelle

 

Abb. 1.7: 

a) Dargestellt ist die Sekundärstruktur des RRE-Elements (verändert nach 105). 

b) Modell des Rev-RRE RNP Komplexes und Interaktion mit CRM-1 (verändert nach 109). 

Zur Veranschaulichung wurde an jedes der drei Rev-Dimere (jeweils als Helix dargestellt) eine RNA (rot) 

gebunden. Die Dimere stehen durch AS-Interaktionen miteinander in Verbindung (hier nicht gekennzeichnet). 

Der C-Terminus mit dem Kernexportsignal NES ist hier als random coil-Verlängerung (orange) zu sehen. Die NES-

Bindestelle in CRM-1 ist cyan markiert. Das RNP bindet über NES an den CRM-1/RanGTP Komplex (grau). 

1.3 Antivirale Therapien gegen HIV 

1.3.1 Hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART) 

Bei der HAART-Therapie werden normalerweise vier unterschiedliche Wirkstoffklassen 

eingesetzt, die gezielt einzelne Schritte des Viruszyklus inhibieren: 

1) Nucleosidische reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTIs) 

2) Nicht-nucleosidische reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIs) 

3) Protease-Inhibitoren (PIs) 

4) Fusionsinhibitoren 

In der Regel wird bei der HAART-Therapie eine Kombination aus drei Wirkstoffen aus 

mindestens zwei Wirkstoffklassen verabreicht (zur Übersicht Potter et al., 2004 112).  

NRTIs sind gegen die virale reverse Transkriptase (RT) gerichtet. In der Zelle konkurrieren 

sie mit den endogenen Nucleosiden um den Einbau in die DNA, welche durch die RT 

generiert wird. Hierzu müssen sie aber erst zu Triphosphatderivaten in der Zelle 

phosphoryliert werden. Resistenzen gegen die NRTIs entstehen durch Basenaustausche in 

der RT, die zu AS-Substitutionen führen können 113,114.  

NNRTIs greifen ebenfalls die RT an, allerdings müssen sie nicht durch die Zelle aktiviert 

werden und sind kein Substrat des Enzyms. Sie binden die RT nahe des aktiven Zentrums 

und führen zu einer Konformationsveränderung, die in einer Blockade resultiert. Schon eine 

einzige Mutation kann eine hohe Resistenz gegenüber den NNRTIs zur Folge haben 112.  
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Protease-Inhibitoren richten sich gegen das aktive Zentrum der viralen Protease, die 

Voraussetzung für die Ausbildung infektiöser Viruspartikel ist. Resistenzen entstehen 

aufgrund von AS-Substitutionen am oder in der Nähe des aktiven Zentrums und stören die 

Bindung des Inhibitors aufgrund von Konformationsveränderungen 115.  

Fusionsinhibitoren hemmen den Eintritt des Virus in die Wirtszelle. Der T20-Inhibitor 

interagiert mit dem gp41-Transmembranprotein und hemmt die Ausbildung des 

Helixbündels, welches für die Fusion unerlässlich ist. Resistenzen gehen hauptsächlich mit 

Mutationen in der Env gp41-Region einher 112. Patienten mit NRTI-, NNRTI- und PI-

resistenten Viren können, mit T20 therapiert werden. 

1.3.2 Neue Therapie-Strategien 

Aufgrund der zahlreichen Resistenzentwicklungen während einer HAART-Therapie und 

der extremen Nebenwirkungen, wird gezielt nach anderen Möglichkeiten zur Behandlung 

der Infektion gesucht. Die Gentherapie bietet hierbei eine interessante Alternative.  

Die Infektion oder Transfektion von Zellen mit einem Virus- oder einem DNA-Konstrukt, 

welches in der Lage ist, die Virusreplikation dominant zu hemmen, wird als „intrazelluläre 

Immunisierung‚ bezeichnet 116. Man unterscheidet dabei Protein- und RNA-basierte 

Therapieansätze (zur Übersicht Nielsen et al., 2005 117). Der Vorteil RNA-basierter Strategien 

liegt in der fehlenden Immunogenität. Als Angriffspunkt dienen entweder virale oder 

zelluläre Faktoren, wobei letztere die Entwicklung von escape-Mutanten potentiell 

schwächen 118. Die antiviralen Transkripte werden in drei Klassen eingeteilt, je nachdem 

welcher Replikationsschritt gehemmt werden soll. Klasse I sind Gene der frühen Phase bis 

zur Integration, Klasse II betrifft die späte Phase viraler Genexpression, und Klasse III die 

Assemblierung und Partikelfreisetzung, wobei Inhibitoren gegen Klasse I-Gene besonders 

erstrebenswert sind, da die Integration des Provirus ins Wirtsgenom unterbunden wird 119. 

Zielzellen der Gentherapie sind hämatopoetische Stammzellen (HSPC), welche aus dem 

Knochenmark gewonnen werden können. Der Vorteil der HSPCs ist die Differenzierung in 

Zelltypen, die von HIV potentiell angegriffen werden: Monozyten, Makrophagen, 

dendritische Zellen, Microglia und CD4+ T-Lymphozyten 120-122. Reine CD4+ T-Lymphozyten 

werden ebenfalls sehr oft für die Gentherapie herangezogen, da sie relativ einfach gewonnen 

werden können; diese müssen aber in größerer Menge re-infundiert werden 123-125. In beiden 

Fällen führt der selektive Druck durch das Virus zum Überleben der transformierten Zellen 
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und dadurch zu einem Abfall der Viruslast aufgrund gehemmter Virusreplikation 126,127. Für 

den Gentransfer werden retrovirale (murines Leukämie-Virus) oder lentivirale Vektoren 

verwendet, wobei letztere den Vorteil haben auch nicht-teilende Zellen zu infizieren 128. 

Nachteile dieser Therapieform sind die hohen Sicherheitsrisiken, da die Lentiviren die 

Fähigkeit besitzen zu replikationskompetenten Viren zu rekombinieren. Bei Retroviren 

besteht weiterhin die Gefahr der Oncogenese. Wie bereits erwähnt sollten neue 

Therapieansätze vor allem gut wirksam - auch gegen multiresistente Viren - und verträglich 

sein. Der Wirkstoff sollte spezifisch in virale Replikationsprozesse, die mit den gängigen 

Wirkstoffen nicht attakiert werden, eingreifen können. Aus diesem Grund ist das Rev-

Protein mit seiner zentralen Rolle im HIV-Metabolismus ein sehr interesssanter Kandidat für 

eine Gentherapie. In den folgenden Absätzen werden deshalb Ansätze zur Gentherapie und 

auch alternative Ansätze bezüglich des viralen Rev-Proteins erläutert. Eine detaillierte 

Übersicht über verschiedene Ansätze beschreibt Nielsen et al. 117.  

Protein-basierte Ansätze 

Das am besten charakterisierte transdominant negativ wirkende Protein ist die RevM10-

Mutante. Durch Substitutionen (LE78DL) in der Kernexportsequenz des Proteins ist die 

Interaktion mit wichtigen zellulären Kofaktoren gestört. Der Transport viraler RNA ins 

Cytoplasma und somit die Replikation werden verhindert 80,129. Aufgrund der Mutationen ist 

RevM10 im Zellkern lokalisiert. Die RNA-Bindedomäne, sowie die 

Oligomerisierungsdomänen der Mutante sind durch die Substitutionen nicht beeinträchtigt. 

RevM10 wurde als Inhibitor in klinischen Studien bereits eingesetzt. Dabei zeigten RevM10-

exprimierende CD4+-Zellen eine längere Überlebensdauer, was diesen Ansatz besonders 

erfolgversprechend macht 130. Desweiteren wurden keine Immunantworten gegen RevM10 

beobachtet. Veränderungen in der CD4-Zahl oder der Viruslast traten in diesen klinischen 

Phase I-Studien, wie erwartet, nicht auf 127.  

Eine weitere transdominant negative Mutante, Sam68∆C, ist ebenfalls in der Lage, die Rev 

Funktion zu inhibieren (1.4.2) und wäre ein potentieller Kandidat für eine anti-Rev-

Therapie 117.  

sFvs sind monoklonale single-chain Antikörper, die gegen Rev gerichtet intrazellulär 

exprimiert werden. Diese rekrutieren das Rev-Protein ins Cytoplasma und beschleunigen 

seinen Abbau 131-133.  
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NS1RM-Rev ist ein chimäres Protein, bestehend aus dem Rev-Protein und einer kovalent 

gebundenen mutierten Form des NS1-Proteins von Influenza A. Es bildet mit dem Wildtyp 

Rev Heterooligomere und hemmt den Export viraler Transkripte, da die 

Kernretentionsaktivität von NS1 über die Kernexportaktivität von Rev dominiert. Der 

antivirale Effekt ist mit dem der RevM10-Mutante vergleichbar 134. 

Zuletzt besteht die Möglichkeit gezielt Peptide gegen die NES-Domäne einzusetzen und die 

Rev-Funktion zu hemmen 134.  

RNA-basierte Ansätze 

RRE-RNA decoys sind kurze Nucleotidsequenzen mit Bereichen aus dem RRE, die die 

Bindung an das virale RRE-Element unterbinden, indem sie mit Rev interagieren. Ein 

Beispiel hierfür ist das 41 Nucleotide-lange RRE-SLIIAB-RNA decoy, welches bereits in 

klinischen Studien untersucht wurde 121,135. Durch Transduktion humaner, hämatopoetischer 

Vorläuferzellen mit einem retroviralen Vektor, der das RRE decoy exprimierte, wurde eine 

Hemmung der HIV-1-Replikation in primären humanen, myelomonocytischen Zellen ohne 

negative Effekte auf die hämatopoetische Zellfunktion beobachtet 121.  

RNA Aptamere besitzen eine höhere Affinität zu Rev als die RRE-Sequenz und erkennen 

andere Epitope als die natürliche RNA-Bindestelle von Rev 117. Somit können sie die 

eigentliche Funktion des Rev-Proteins behindern. 

Eine weitere Möglichkeit, die Rev/RRE-Interaktion zu stören, ist der Einsatz von antisense 

RNAs. Diese stören, gegen das RRE gerichtet, die Rev-Bindung, gegen die Rev-RNA 

gerichtet, die Expression des Rev-Proteins 136. Letzteres zeigte in chronisch infizierten Zellen 

antivirale Aktivität 133. Leider erwies sich die antisense RNA als ein therapeutisches Agens 

wenig erfolgversprechend aufgrund von Faktoren wie Wirksamkeit, Zellpermeabilität, 

Herstellung und Kosten 117. 

Die Verwendung von Ribozymen ermöglicht das Schneiden der RRE-RNA oder der Rev-

codierenden RNA und somit die Hemmung der Virusreplikation. Zu diesem Zweck werden 

Hammerhead-Ribozyme herangezogen, die als katalytisches RNA-Molekül die RNA an 

spezifischen Sequenzen schneiden können. Aufgrund ihrer einfachen Handhabung wurde 

diese Methode intensiv untersucht und erreichte bereits in Kombination mit dem HIV tat-

Gen klinische Studien 127,132,137.  
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Die Fusion des Rev-Proteins mit einer Nuclease erhöht deren Affinität gegenüber dem RRE 

und besitzt die potentielle Fähigkeit spezifisch alle HI-viralen RNA-Spezies mit der RRE-

Sequenz zu schneiden 138.  

Alternative Ansätze: 

Eine weitere Möglichkeit zur Behandlung von HIV könnte der Einsatz von small interfering 

RNAs (siRNAs) sein. Hierzu macht man sich kurze RNA-Sequenzen von 21-25 Nucleotiden 

zu Nutze, die komplementär zu ihrem Zielgen erstellt werden. Sie bewirken in den Zellen 

eine RNA-Interferenz und veranlassen die Degradation der Ziel-RNA. Gegen rev gerichtete 

siRNAs zeigten eine potentielle Reduktion bzw. Hemmung der Virusreplikation 139,140. 

Zuletzt wurden Strategien mit kleinen Molekülen von geringem Molekulargewicht verfolgt, 

die entweder durch Interaktion mit zellulären Wirtsfaktoren oder dem RRE-Element die 

Rev-Funktion hemmen 117,133,134. So blockiert Leptomycin B (LMB) durch Interaktion mit 

CRM-1 die Bindestelle der Rev-NES Region und somit den Export viraler Transkripte 141. Der 

Nachteil dieser Moleküle liegt in der Wechselwirkung mit zellulären Proteinen, die für 

andere Zellfunktionen essentiell sein können, dadurch sehr oft cytotoxisch wirken und daher 

für den Einsatz in klinischen Studien ungeeignet sind.  

Eine weitere Alternative ist Pyronin Y, ein interkalierender Farbstoff, der den Rev-RRE-

Komplex in vitro blockiert. Weitere interkalierende Agenzien, die zum Beispiel die Rev-RRE 

Interaktion durch konformationelle Veränderung im RRE stören, wurden ebenfalls 

untersucht. Der Nachteil dieser Wirkstoffe liegt in ihrer Eigenschaft unspezifisch in die DNA 

zu interkalieren und eventuell zur Apoptose der Zellen zu führen 133. 

Bei den Protein-basierenden Strategien wurde bereits der Einsatz der Mutante (Sam68∆C) 

des zellulären Proteins Sam68 als möglicher Therapieansatz beschrieben. Zelluläre Proteine 

eignen sich als potentielle Ziele einer Gentherapie, da sie im Gegensatz zu viralen Proteinen 

mit dem Problem der Resistenzentwicklung nicht konfrontiert sind und möglicherweise eine 

bessere Verträglichkeit und geringere Immunogenität ausweisen. 

1.4 Das zelluläre Protein Sam68 

Im Jahre 1994 identifizierten zwei Arbeitsgruppen unabhängig voneinander Sam68 als 

Substrat der Src-Kinase während der Mitose, welches an seinen Tyr-Resten phosphoryliert 

wird, und benannten es als src-associated in mitosis 68 kDa (Sam68) 142,143. Neben seiner 

Fähigkeit zur RNA-Bindung, geht es auch zahlreiche Interaktionen mit Proteinen ein und 
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erfüllt eine Rolle als Adapterprotein. Somit wurde es der Gruppe der STAR-Proteine (signal 

transduction and activation of RNA) zugeordnet 144. Die RNA-Bindeaktivität dieser Proteine 

wird durch posttranslationale Modifikationen, Regulation der intrazellulären Lokalisation 

und Zugänglichkeit zu RNA-Molekülen reguliert.  

1.4.1 Struktur 

Sam68 besteht aus 443 Aminosäuren und ist ein 48.2 kDa großes Protein; sein 

Molekulargewicht in der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE) liegt bei 68 kDa. Bisher war es noch nicht möglich seine Tertiärstruktur aufzulösen. 

Die Organisation des Proteins ist in Abbildung 1.8 dargestellt.  

 

GSG-Domäne RGRRG

P0 P1 P2 P3

KHNK CK
P4 P5

YY
P6

NLS

1 96 157 256 279 366 411 443

 

Abb. 1.8: Funktionelle Domänen von Sam68. 

Das Protein besitzt eine zentrale GSG-Domäne, die aus der RNA-bindenden KH-Domäne und den flankierenden 

N- und C-terminalen Segmenten besteht. Die Bindung der SH3-Domänen erfolgt über die Prolin-reichen 

Regionen (P0-P6); SH2-Domänen werden in der Tyrosin-reichen C-terminalen Region gebunden (YY). RG/RGG: 

Arginin-Glycin-reiche Region; NLS: Kernlokalisationssignal.  

 

Die RNA-Bindung erfolgt über die KH-Domäne, die von zwei konservierten Sequenzen, der 

N-terminalen (NK)- und C-terminalen (CK)-Region, flankiert wird 145. Dieser gesamte 

Bereich vermittelt die RNA-Bindespezifität und wird als GSG-Domäne bezeichnet 146. Sam68 

bindet mit hoher Affinität an poly(U)- und poly(A)-Sequenzen 147. Insbesondere UAAA und 

UUUA Motive wurden als hochaffine RNA-Targets identifiziert 148. In vivo-Bindungsstudien 

zeigen, dass unter anderem die mRNAs des heterogenen Ribonucleoproteins A2/B1 (hnRNP 

A2/B1) und β-Actin mit den Sequenzmotiven UAAA- bzw. UUUUUU zelluläre Ziele von 

Sam68 sind 149-151. Darüber hinaus oligomerisiert Sam68 nur in Anwesenheit von RNA-

Molekülen über die KH-Domäne, kann aber auch Heterooligomere mit anderen Proteinen 

der STAR-Familie ausbilden 145.  

Neben der KH-Domäne besitzt Sam68 sieben Prolin-reiche Regionen mit einem zentralem 

PxxP-Motiv; diese werden mit P0-P6 bezeichnet. P0-P2 befinden sich im N-terminalen 

Bereich, P3-P6 in der C-terminalen Region. Diese PxxP-Motive sind potentielle Liganden für 

SH3-Domänen 152. Unter anderem binden die Tyrosin-Kinasen Src, Fyn, Lck, Sik/BRK, PLCγ-

1 oder Grb-2 über die SH3-Domänen an Sam68 und sind wichtig für dessen Tyrosin-
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Phosphorylierung, wodurch die RNA-Bindeaffinität gesenkt wird 144,153-158. Zahlreiche 

Oberflächenrezeptoren wie beispielsweise der Insulin-, Leptin- oder T-Zell-Rezeptor 

rekrutieren nach Stimulierung Rezeptor-assoziierte Kinasen, die über SH3-Domänen mit 

dem Protein wechselwirken 159-163. Die Tyrosin-reiche Sequenz im C-Terminus von Sam68, 

die eine Phosphorylierung unter anderem durch die Src-Kinasen ermöglicht, erlaubt über 

SH2-Domänen die Bindung weiterer Adapterproteine und Signaltransduktionsproteine 

(Phospholipase Cγ-1, Ras-GAP, Grb-2) 156,157,163,164. Aufgrund dieser Wechselwirkungen mit 

anderen zellulären Proteinen liegt die Vermutung nahe, das Sam68 die Rolle eines 

Adapterproteins im Zellmetabolismus einnimmt 156,165. 

Sam68 weist nicht nur eine Tyrosin-Phosphorylierung als posttranslationale Modifikation 

auf, seine Arginine in den RG-reichen Regionen können infolge der Interaktion mit Protein-

Arginin-Methyltransferasen (PRMTs) ebenfalls methyliert werden 166. Dieser Prozess ist 

irreversibel, beeinflusst aber die RNA-Bindespezifität des Proteins nicht. Eher handelt es sich 

um einen Reifungsprozess, der die zelluläre Lokalisation steuert, da hypomethyliertes Sam68 

hauptsächlich im Cytoplasma, methyliertes Sam68 hingegen im Zellkern zu finden ist 167. 

Desweiteren kann Sam68 an Lysin-Resten acetyliert werden und dadurch seine RNA-

Bindespezifität erhöhen 168. Eine Sumoylierung an Lysin 96 verändert die Funktionen von 

Sam68 innerhalb des Zellzyklus, indem sie die Fähigkeit des Proteins die Apotpose 

einzuleiten hemmt 169.  

Am C-Terminus besitzt Sam68 eine Kernlokalisationssequenz (NLS) und wird daher 

überwiegend im Zellkern gefunden 170. Es wurde vor allem in Tumorzellen beobachtet, dass 

es dort zusammen mit anderen Sam68-homologen Proteinen und RNA-Molekülen in sog. 

Sam68 nuclear bodies (SNBs) - das sind distinkte Bereiche im Zellkern, die sich von anderen 

nucleären Strukturen unterscheiden - akkumuliert 171.  

1.4.2 Funktion 

Eine Übersicht über die verschiedenen Funktionen des Proteins liefert Abbildung 1.9. 

Sam68

Zellzyklus

Zellmetabolismus

RNA 

HIV
 

 

Abb. 1.9: Zusammenfassung der Sam68-Funktionen. Erläuterungen siehe Text. 
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Sam68 wird eine Rolle in der Regulation des Zellzyklus zugeschrieben. Seine Funktion 

während der Meiose wurde in der murinen Spermatogenese untersucht 172. Männliche 

Sam68 Knockout-Mäuse haben eine gestörte Spermatogenese und sind infertil, da die 

Expression wichtiger mRNAs beeinträchtigt ist. In Spermatozyten bindet Sam68 an 

bestimmte mRNAs, die im Cytoplasma zum Zeitpunkt der Translation gelagert werden. 

Während der meiotischen Teilung ist Sam68 mit solchen polyadenylierten mRNAs assoziiert 

und unterstützt die Translation 173. Seine Beteiligung an der Mitose wird kontrovers 

diskutiert. Einerseits soll die Überexpression von Sam68 zu einem Arrest in der G1-Phase 

aufgrund der Herunterregulierung von Cyclin D1 und E führen 174. Andererseits soll es den 

Übergang von G1- zur S-Phase fördern 175. Desweiteren wurde berichtet, dass eine Reduktion 

der Sam68-Expression eine Verlängerung des Übergangs von der G2- in die M-Phase zur 

Folge hat 176. 

Sam68 ist aufgrund seiner vielfältigen Funktionen auch entscheidend für den 

Zellmetabolismus. In diesem Zusammenhang ermöglicht es als Adapterprotein Protein-

Protein-Interaktionen und ist somit an vielen Signaltransduktionswegen beteiligt. Unter 

anderem führt die durch Stimulation des Leptin-Rezeptors ausgelöste Tyrosin-

Phosphorylierung von Sam68 in PBMCs (peripheral blood mononuclear cells) zur 

Wechselwirkung mit Signalmolekülen, die in den JAK/STAT-Signalweg involviert sind 163. 

Aktiviert durch Stimulation des T-Zell-Rezeptors (TCR) unterstützt Sam68 die Bildung eines 

Signalkomplexes mit verschiedenen Adapterproteinen, die das TCR-Signal weiterleiten 165. 

Auch spielt es eine Rolle im Insulin-vermittelten Signalweg 162.  

Zudem ist Sam68 aufgrund seiner RNA-bindenden Eigenschaften am RNA-Metabolismus 

beteiligt. Es gibt Hinweise, dass es mit der Spleißmaschinerie interagiert und die Auswahl 

der Spleißstellen oder die 3’-Endprozessierung der RNA beeinflusst 177-179. Nicht zu vergessen 

sind in diesem Kontext auch seine posttranslationalen Modifikationen, die die RNA-

Bindespezifität verändern können. 

Die Funktion von Sam68 im HI-viralen Kontext wurde in den letzten Jahren kontrovers 

diskutiert. Eine direkte Interaktion der beiden Proteine Rev und Sam68 konnte bestätigt 

werden 180. Ebenso wurde gezeigt, dass Sam68 in der Lage ist die Rev-Funktion funktionell 

zu ersetzen 181. Dabei wurde berichtet, dass es auch den RNA-Export anderer Retroviren 

unterstützt bzw. ersetzt 182. Ob Sam68 seinen Exporteinfluss ebenfalls wie Rev über den 

CRM-1-abhängigen Weg ausübt, bleibt umstritten 181,183. Es wurde auch gezeigt, dass Sam68, 
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RHA (RNA Helikase A) und Tap beim nucleären Export CTE (constitutive transport element)-

und RRE-haltiger RNA zusammenspielen 184. Eine direkte Interaktion von Sam68 mit dem 

RRE- oder CTE-Element konnte wenig später wiederum nicht bestätigt werden; daher wurde 

die Hypothese aufgestellt, dass es vielleicht mit anderen Elementen intronhaltiger Reporter-

RNAs interagiert 185. Auf jeden Fall scheint eine exogene Expression von Sam68 in 

Astrozyten, deren endogener Sam68-Level vergleichweise gering ist, die dort gestörte Rev-

Funktion teilweise wiederherzustellen 186. Die Herunterregulierung von Sam68 mittels RNAi 

führte zu einer drastischen Hemmung der Rev-RRE-vermittelten Genexpression und der 

HIV Produktion 187. Es wurde auch eine dominant negative Mutante von Sam68 (Sam68∆C) 

in Bezug auf die HIV-Replikation beschrieben, der das Kernlokalisationssignal fehlt, so dass 

sie ausschliesslich im Cytoplasma vorliegt. Sam68∆C verursacht eine perinucleäre 

Anhäufung ungespleißter, viraler Transkripte und hält somit die Rev-abhängige RNA vom 

Translationsapparat fern 188. So hemmt sie die Translation dieser RNA-Spezies, welche Rev-

abhängig aus dem Zellkern exportiert wurden. Diese perinucleären Strukturen wurden 

wenig später als Stressgranula identifiziert, welche durch oxidativen Stress verursacht 

werden. Daraufhin akkumuliert Sam68 in diesen Granula 189. Desweiteren können Sam68∆C-

Mutanten die Ausbildung dieser Stressgranula hervorrufen und sogar die HIV-1-Nef 

Translation durch Translokalisation der Nef-mRNA in die Stressgranula hemmen 190. Im 

Gegensatz dazu wurde postuliert, dass der negative Effekt nicht auf die Translokalisation 

der viralen RNA zurückzuführen sei, sondern mit einer Veränderung der Zusammensetzung 

des mRNPs einhergeht. Die Hemmung der Translationseffizienz wird durch eine Reduktion 

der PABP1-Bindung mit den mRNAs verursacht 191. Die Präsenz einer zusätzlichen Region in 

Sam68 (AS 269-321) ist für den transdominant negativen Effekt der Sam68∆C-Mutante 

Voraussetzung 192. Wird dieser Bereich deletiert, so hebt sich der Effekt wieder auf. Zudem 

soll Sam68 an der 3’-Endprozessierung und der cytoplasmatischen Verwendung der HIV-

RNA beteiligt sein und somit die Expression der HIV-1 Gene steigern 178,193. Nimmt man all 

diese Erkenntnisse zusammen, lässt sich feststellen, dass Sam68 ein essentieller, zellulärer 

Cofaktor der HIV-Replikation ist 194.  
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1.5 Phagen-Display 

Zur Identifikation neuer Protein-Interaktionspartner oder Verbesserung der 

Bindungsaffinität einer bestehenden Interaktion (z.B. Rev-Sam68) ist sehr oft aufgrund der 

einfachen Handhabung das Phagen-Display die Methode der ersten Wahl.  

1.5.1 Biologie des filamentösen Bakteriophagen M13 

Bakteriophagen gehören zu einer Virusfamilie, die insbesondere gram-negative Bakterien 

infizieren. Anders als bei den meisten bakteriellen Viren, werden filamentöse Phagen in 

Bakterien produziert und ausgeschieden, ohne dass die Bakterienzelle getötet oder lysiert 

wird 195. Ein Phagenpartikel hat einen Durchmesser von ca. 5 nm, seine Länge hängt von der 

Größe des Genoms ab (Abb. 1.10). Im Falle des M13-Phagen ist die 6400 Nucleotid-große 

DNA in einen Partikel von ~1000 nm verpackt 196. Dieser ist aus fünf Strukturproteinen 

aufgebaut. Das Hauptoberflächenprotein p8 liegt in ca. 2700 Kopien helixförmig vor und 

umgibt die einzelsträngige DNA 197,198. Das Assemblierungsende des Phagen besteht aus je 3-

5 Kopien des p7- und p9-Proteins (beide sind wichtig für die Partikelbildung), wohingegen 

das Adsorptionsende aus je 5 Kopien des p3- und p6-Proteins gebildet wird, welche 

zuständig für die Freisetzung der Phagenpartikel sind. Das N-terminale Ende von p3 steuert 

zudem die Infektiosität des Phagen 195,199.  

Adsorption Assemblierung

p3 p8 p7 + p9
 

Abb. 1.10: Schematischer Aufbau des Bakteriophagen M13 (verändert nach 200). 

 

Der Infektionszyklus beginnt mit dem Andocken des p3-Proteins an die F-Pili des 

Bakteriums 201 (zur Übersicht Russel et al., 2004 195). Eine effiziente Infektion erfolgt bei 

Temperaturen über 34°C; nur dann werden die F-Pili ausgebildet. Durch die Interaktion des 

p3 mit den F-Pili, welche ihrerseits mit dem TolQ, R, A-Rezeptorkomplex in der bakteriellen 

Membran verbunden sind, wird das Phagen-Genom in das bakterielle Cytoplasma 

eingeschleust 202,203. Dort wird die ssDNA des Phagen durch die bakteriellen RNA- und 

DNA-Polymerasen und die Topoisomerase in ein doppelsträngiges, super-coiled Molekül 
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(replikative Form, RF) übersetzt. Der (+)-Strang wird durch das Protein p2 am 

Replikationsursprung gespalten und das 3’-Ende durch die bakterielle DNA-Polymerase III 

mit dem (-)-Strang als template elongiert. Nach einer Replikationsrunde wird der (+)-Strang 

mit Hilfe des p2 rezirkularisiert und wieder in die replikative Form gebracht. Die 

Vervielfältigung der ssDNA erfolgt nach dem rolling circle-Mechanismus. Eine entscheidende 

Rolle spielt hierbei das p5-Protein, welches kooperativ an die neu synthetisierten (+)-Stränge 

bindet und die Phagenassemblierung ermöglicht 204. Die Assemblierungsstelle an der 

Membran besteht aus den drei für die Morphogenese zuständigen Proteinen p1, p11 und p4. 

p1 und p11 sind an der Membran lokalisiert, während p4 die Pore, über welche der Partikel 

die Zelle verlässt, ausbildet. Die Initiation wird nur eingeleitet, wenn die 

Assemblierungsstelle, die zwei Strukturproteine p7 und p9, welche an das 

Verpackungssignal der DNA binden, und die ssDNA präsent sind 205. Während der 

Elongation werden die p5-Proteinuntereinheiten durch p8 ersetzt und die DNA durch die 

Membran transloziert. Dieser Prozess bleibt so lange bestehen, bis die virale DNA durch das 

p8 eingehüllt ist. Zuletzt werden die in die Membran eingebetteten Proteine p3 und p6 an 

das terminale Ende des entstehenden Phagenpartikels angefügt 199.  

1.5.2 Phagen-Display 

Das Phagen-Display ist eine in vitro-Selektionstechnik, bei der Peptide an die 

Strukturproteine des Phagen fusioniert und somit auf der Oberfläche des Partikels 

abgebildet werden 206. Die Sequenz für das Fusionsprotein liegt dabei im Genom des Phagen 

vor. Somit wird eine Kopplung von Geno- und Phänotyp erreicht, die es nach der Selektion 

ermöglicht, auf die codierende Sequenz zurückzugreifen. Ausschlaggebend für diese 

Technik ist eine randomisierte Bibliothek und das verwendete Phagensystem. Eine 

schematische Übersicht über den Zyklus des Phagen-Displays ist im Kapitel 3.3.3 gegeben.  

Für die Abbildung des Peptids stehen zwei unterschiedliche Vektorsysteme zur Verfügung 

(zur Übersicht Lowman et al., 1997 207). Einerseits kann ein Phagen-Vektor verwendet 

werden, der auf der natürlichen Ff-Phagensequenz basiert. Andererseits können Phagemid-

Vektoren herangezogen werden, die nur das Fusionsprodukt aus Peptid- und Hüllprotein 

codieren. Diese zeichnen sich im Gegensatz zu den großen Phagen-Vektoren durch ihre 

geringe Größe und einfache Handhabung aus. Bei Phagen-Vektoren wird die heterologe 

Sequenz für das Display direkt in die codierende Sequenz des Hüllproteins inseriert, so dass 
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alle Kopien des Hüllproteins das heterologe Protein abbilden. Die Peptid-Hüllprotein-Fusion 

wird in Phagemiden in ein kleines Plasmid unter einem schwachen Promotor kloniert, der 

zusätzlich zum eigenen Origin einen Ff-Origin zur Produktion einzelsträngiger DNA und 

nachfolgender Verpackung in Partikel enthält. Alle weiteren Wildtypproteine, die der Phage 

benötigt, werden auf einem gesonderten Vektor - dem Helferphagen (Stamm M13K07) - 

codiert, wobei sich dieser vom Wildtyp Phagen nur durch einen veränderten 

Replikationsursprung und somit ineffizienter Replikation und Verpackung unterscheidet. 

Infizierte Zellen produzieren Phagenpartikel, die neben den Wildtypproteinen des 

Helferphagen auch das Fusionsprotein des Phagemids auf der Oberfläche abbilden 198. Ein 

weiterer Helferphage - der Hyperphage - ermöglicht im Gegensatz zum herkömmlichen 

Helferphagen ausschliesslich die Präsentation des Fusionsproteins aufgrund einer Deletion 

der codierenden Sequenz für das Wildtyp Protein 208. Je nach Fragestellung kann auf zwei 

Systeme zurückgegriffen werden (Tabelle 1.1). Beim polyvalenten Display wird das Peptid 

an das p8-Protein fusioniert, welches sich durch viele Kopien auf der Phagenoberfläche 

auszeichnet. Wichtige Faktoren, die hierbei beachtet werden müssen sind die Größe, Faltung 

und AS-Zusammensetzung des Peptids. Das polyvalente Display zeichnet sich durch eine 

hohe Anzahl positiver Binder mit einer mäßigen Bindungsaffinität aus. Das monovalente 

Display verwendet das p3-Protein für die Fusion, welches nur in 5 Kopien vorliegt. 

Abhängig vom verwendeten Helferphagen wird im p3-System entweder nur das 

Fusionsprodukt Peptid-p3 präsentiert (Hyperphage), oder es wird in 10 % der Fälle nur eine 

Kopie des Fusionsprodukts präsentiert und die Mehrheit an Oberflächenproteinen vom 

Wildtyp p3 gebildet (M13K07) 195. Hier wird meist ein geringer Prozentsatz hochaffiner 

Binder selektioniert. Im direkten Vergleich beider Systeme dominiert die Affinität im 

monovalenten und die Avidität im polyvalenten Display.  

Monovalent (p3) Polyvalent (p8) 

p3: 5 Kopien p8: ~2700 Kopien 

Helferphagen 

Hyperphage M13K07 M13K07 

Selektion hochaffiner Binder Selektion mäßig affiner Binder 

10-20 % spezifische Binder 70-90 % spezifische Binder 

Geringe unspezifische Bindung Höhere unspezifische Bindung 

Affinität Avidität 

Tabelle 1.1: Gegenüberstellung monovalentes und polyvalentes Display 195,209,210. Erläuterungen siehe Text. 
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Für das Bio-Panning wird der potentielle Interaktionspartner an einer festen Trägermatrix 

immobilisiert und anschliessend mit der Phagen-Bibliothek inkubiert. Ungebundene Phagen 

werden durch intensives Waschen entfernt, gebundene Phagen werden isoliert, in E.coli 

amplifiziert und in eine neue Panning-Runde eingesetzt. Nach Erreichen einer gewissen 

Bindungsaffinität, kann die Sequenz höher affiner Kandidaten bestimmt und die Interaktion 

weiter analysiert werden 209.  

Das Phagen-Display wird v.a. zur Affinitätsreifung, Identifikation von Protein-Protein-

Interaktionen und Herstellung rekombinanter Antikörper herangezogen. Neben dieser 

äußerst effizienten und kostengünstigen Technologie, werden unter anderem zwei weitere in 

vitro-Display-Systeme verwendet, das Ribosomen-Display und das mRNA-Display 211. Eine 

in vivo-Methode stellt das Yeast-two-hybrid System dar 212. 

1.6 Zielsetzung 

Das HI-Virus ist während seines Replikationszyklus auf die Zusammenarbeit mit zellulären 

Cofaktoren angewiesen. Hierbei spielt das Protein Sam68 eine wichtige Rolle, das als 

direkter Interaktionspartner von Rev am viralen RNA-Metabolismus beteiligt ist. Ein Eingriff 

in die bestehende Rev/Sam68-Interaktion mit höher affinen Rev- bzw. Sam68-basierten 

Peptiden könnte einerseits Rückschlüsse auf die Rolle von Sam68 beim RNA-Metabolismus 

von HIV-1 erlauben, andererseits einen Ansatz für neue Therapiekonzepte gegen zelluläre 

Targets liefern.  

Hierfür sollten zunächst die für die Interaktion verantwortlichen Regionen in beiden 

Proteinen durch Konstruktion von Deletionsmutanten und deren Charakterisierung in 

Interaktionsanalysen identifiziert werden. Desweiteren sollten die Funktionalität dieser 

Deletionsmutanten und ihr Einfluss auf die HIV-1-Replikation untersucht werden. 

Ausgehend von der Kenntnis der interagierenden Bereiche sollte eine Rev- oder Sam68-

Varianten-Bibliothek generiert werden, um daraus mittels Phagen-Display-Technologie 

höher affine Kandidaten zu selektionieren, die als potentielle Inhibitoren der HIV-

Replikation dienen könnten.  

 



Zusammenfassung 

25 

2. Zusammenfassung 

Die Suche nach neuen Strategien und Zielen für die Therapie von HIV-Infektionen 

konzentriert sich zunehmend auf zelluläre Faktoren, die für die Replikation des Virus 

unverzichtbar sind und nicht der hohen Variablität der HI-Viren selbst unterliegen. Zu den 

für die HIV-Replikation essentiellen, zellulären Cofaktoren zählt auch das Protein Sam68, 

welches direkt mit dem viralen Exportfaktor Rev interagiert. Die funktionelle Rolle von 

Sam68 im HI-viralen RNA-Metabolismus wird kontrovers diskutiert.  

Die Entwicklung potenter, transdominanter Inhibitoren der Rev/Sam68-Interaktion könnte 

die Frage beantworten, ob ein therapeutischer Eingriff auf der Ebene dieser Interaktion 

überhaupt möglich ist.  

Hierfür wurden zunächst die an der Interaktion beteiligten Domänen mit Hilfe von 

Deletionsmutanten des Sam68- und Rev-Proteins identifiziert. Die Analyse der Interaktion 

wurde sowohl im zellfreien (in vitro), als auch im zellulären System in eukaryotischen 

Zellkulturen (in vivo) durchgeführt. Dabei konnte die Sam68-Bindedomäne im Rev-Protein 

auf ein strukturelles Motiv bestehend aus den Regionen AS 18-24, AS 54-60 und AS 64-116 

eingeschränkt werden. Die Kristallstruktur des Rev-Proteins und Modellvorstellungen 

hinsichtlich der Rev-Oligomerisierung verdeutlichen, dass die Sam68-Interaktionsstellen in 

Rev zum Teil in den für die Oligomerisierung wichtigen Bereichen (AS 18-24 und AS 54-60) 

und der C-terminalen Region (AS 64-116) des Proteins liegen. Möglicherweise ist Sam68 also 

ein zellulärer Cofaktor des Rev-Proteins, welcher unter anderem die Ausbildung eines höher 

geordneten Rev-Oligomers unterstützt. Das Fehlen funktionell essentieller Regionen und 

Bereiche der zusammengesetzten Sam68-Bindestelle schränkte die Funktionalität der Rev-

Deletionsmutanten erwartungsgemäß soweit ein, dass sie nicht mehr in der Lage waren ein 

Reporterkonstrukt im quasi-lentiviralen System zu aktivieren und desweiteren eine gestörte 

Oligomerisierung in FRET-Analysen zeigten. Jedoch konnte überexprimiertes Sam68 die 

gestörte Exportfunktion von Rev partiell ersetzen. Die Rev-Deletionsmutanten wurden im 

proviralen Kontext untersucht, ob sie als kompetitiver Inhibitor das Wildtyp Rev-Protein 

und dadurch die Virusproduktion hemmen konnten. Ein solcher transdominant negativer 

Phänotyp wurde aber nicht beobachtet. Desweiteren zeigten alle Rev-Deletionsmutanten ein 

im Vergleich zum Wildtyp verändertes Lokalisationsmuster in der Zelle.  



Zusammenfassung 

26 

Die genaue Eingrenzung der Rev-Bindedomäne in Sam68 ist in der Literatur umstritten. In 

dieser Arbeit konnte die Rev-Bindedomäne auf das lineare, Tyrosin-reiche Motiv AS 364-410 

im C-Terminus eingegrenzt werden. Der in der Literatur beschriebene synergistische Effekt 

von Sam68 auf den Rev-abhängigen Export konnte in dieser Arbeit in einem quasi-

lentiviralen Reportersystem nicht beobachtet werden. Die Überexpression von Sam68 im 

proviralen Kontext zeigte jedoch Variationen bezüglich des Synergieeffekts mit Rev, die 

eventuell auf unterschiedlichen Gebrauch von Reporterkonstrukten und/oder Assay-

Bedingungen zurückzuführen sind. Desweiteren konnte eine Region (AS 321-330) in Sam68 

identifiziert werden, deren Präsenz vermutlich essentiell für den inhibitorischen Effekt der 

transdominant negativen Sam68∆330-443-Mutante ist. Die Deletion der Rev-Bindedomäne in 

den Sam68-Deletionsmutanten zeigte in dieser Arbeit sowohl im Reportersystem als auch im 

proviralen Kontext keinen Einfluss auf den Rev-abhängigen RNA-Export bzw. die 

Virusproduktion. Möglicherweise wird die Funktion des endogenen Sam68 durch die 

Überexpression dieser Deletionsmutanten nicht beinträchtigt, so dass dieses die Rev-

Funktion als zellulärer Cofaktor unterstützen könnte. Dafür spricht, dass nur der Wildtyp 

und eine Mutante mit einer intakten Rev-Bindestelle nach Herunterregulierung der 

Virusproduktion durch eine Sam68∆C-Mutante, den dominant-negativen Effekt 

komplementieren konnten.  

Basierend auf den Interaktionsanalysen wurde die lineare Region der Aminosäuren 364-410 

in Sam68 einer Zufallsmutagenese zur Generierung einer Bibliothek unterzogen. Im 

anschliessenden Bio-Panning wurde mit Hilfe der Phagen-Display-Technologie ein Kandidat 

selektioniert, der im Phagen-ELISA im Vergleich zum Ausgangskonstrukt eine höhere 

Affinität zu Rev zeigte. Die Analyse der Bindung des isolierten Kandidaten GXI zeigte 

jedoch im zellfreien System (in vitro) im Vergleich zum Wildtyp nur eine schwache bzw. im 

zellulären System in eukaryotischen Zellkulturen (in vivo) keine Interaktion mit Rev. Der 

Grund für diese Diskrepanz ist unklar.  

Durch die Identifizierung und Charakterisierung der an der Rev/Sam68-Interaktion 

beteiligten Domänen konnte diese Arbeit zum besseren Verständnis der Rolle von Sam68 als 

essentieller, zellulärer Cofaktor der HIV-Replikation beitragen. Ein Eingriff auf dieser Ebene 

würde daher einen möglichen Ansatzpunkt für eine potentielle HIV-Therapie liefern. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Identifizierung und Charakterisierung der Sam68-Bindestelle im Rev-

Protein 

Für eine gezielte Affinitätsreifung der Sam68-Bindestelle im Rev-Protein sollte diese 

zunächst auf eine möglichst kleine Region eingeschränkt werden. Dazu wurden Rev-

Deletionsmutanten konstruiert, die in Interaktionsstudien auf ihre Interaktion mit Sam68 

analysiert wurden. Desweiteren ist die funktionelle Analyse der Mutanten sehr wichtig, da 

diese Deletionen auch die Funktionalität beeinträchtigen könnten. Hierfür sollten die 

typischen Eigenschaften und Funktionen des Rev-Proteins, die Oligomerisierung und 

Exportfähigkeit, untersucht werden. Zusätzlich sollte - im Hinblick auf einen transdominant 

negativen Phänotyp - der Einfluss der Deletionsmutanten auf die HI-virale Replikation und 

ihre subzelluläre Lokalisation untersucht werden.  

3.1.1 Generierung von Rev-Deletionsmutanten 

Wie in der Einleitung beschrieben (1.2.2), bildet das Rev-Protein eine komplexe, 

dreidimensionale Helix-loop-Helix-Struktur aus, bei der die beiden 

Oligomerisierungsdomänen mit der dazwischen liegenden RRE-Bindestelle räumlich 

gesehen nebeneinander liegen und durch intramolekulare, hydrophobe Kräfte stabilisiert 

werden.  

Zur Eingrenzung der Sam68-Bindestelle erfolgte eine Struktur-basierte Konstruktion von 

fünf Deletionsmutanten des Rev-Proteins, die im Folgenden beschrieben werden (Abb. 3.1). 

Die Deletionsmutante Rev∆1-34 entstand durch Deletion der ersten 34 Aminosäuren des N-

Terminus und wurde bereits in eigenen Vorarbeiten erstellt und analysiert 180. Sie zeichnet 

sich durch das Fehlen der funktionell wichtigen, ersten Oligomerisierungsdomäne aus.  

Die Rev∆18-24-Mutante wurde basierend auf den Veröffentlichungen von Jeong et al. 

konstruiert 213. Die Deletion dieser Aminosäuren in der ersten Oligomerisierungsdomäne 

resultierte in einem völlig neuen Phänotyp hinsichtlich der Rev-Funktion. Obwohl die 

Bindung der Rev∆18-24-Mutante an RRE-haltige RNA und ihre Fähigkeit zur 

Oligomerisierung nicht gestört war, desweiteren ihre nucleäre Verteilung dem Wildtyp Rev 

entsprach, zeigte diese Mutante in Analysen mit einem gag-RRE-Reporterkonstrukt lediglich 
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eine verminderte Transaktivierung, die in einer Reduktion der Gag-Expression resultierte. 

Jeong et al. schlussfolgerten, dass dieser Bereich ein essentieller Bestandteil einer aus den 

beiden Oligomerisierungsdomänen kombinierten, hydrophoben Oberfläche sei, die als 

potentielle intermolekulare Bindestelle großteils für zelluläre Proteine dienen könnte. Diese 

Oberfläche entsteht durch die Ausbildung einer Helix-loop-Helix-Struktur 81. Somit wurden 

wichtige strukturgebende und teils konservierte Aminosäuren in Rev∆18-24 deletiert.  

Rev∆54-60, mit einer Deletion in der zweiten Oligomerisierungsdomäne, wurde analog zu 

Rev∆18-24 erstellt. Dieser Bereich wurde basierend auf Veröffentlichungen von Brice et al. 

und Thomas et al. gezielt deletiert 81,214. Die in der Literatur beschriebene Mutante RevM7 

(Deletion der AS 54-56) zeigte aufgrund ihrer strukturellen Veränderungen in der 

Oligomerisierungsregion eine gestörte Oligomerisierungsoberfläche 214. Desweiteren sind vor 

allem die Aminosäuren Ile59 und Ile60 essentiell für die Oligomerbildung des Rev-

Proteins 81. Diese Erkenntnisse flossen in die Konstruktion der Rev∆54-60 Mutante mit ein. 

Die Deletionsmutante Rev∆Double setzt sich aus den beiden Deletionen AS 18-24 und AS 54-

60 zusammen. Die Deletion dieser Regionen in beiden Oligomerisierungsdomänen kann 

Aufschluss darüber geben, ob Sam68 eventuell über die kombinierte, hydrophobe 

Oberfläche, welche in der Helix-loop-Helix-Anordnung entsteht, mit Rev interagiert.  

Mit der Deletionsmutante Rev∆64-116 sollte der C-terminale Bereich des Rev-Proteins 

hinsichtlich der Sam68-Bindestelle abgedeckt werden. Hierfür wurde die Region AS 64-116, 

deren Struktur noch nicht aufgeklärt wurde, im C-Terminus entfernt.  
Kapitel 3.1.1

Oligomerisierung

NLS 
+ 

RRE Bindung

NES
+ 

Aktivierung

Rev WT (13 kDa)

Rev∆18-24 (12 kDa)

Rev∆54-60 (12 kDa)

Rev∆Double (11 kDa)

Rev∆64-116 (7 kDa)

Rev∆1-34 (9 kDa)

1 35 51 75 85 11615

35 51 75 85 116

51 75 85 116352517

35 51 75 85 11615 53 61

51 75 85 116352517 53 61

1 35 51 6315

 

Abb. 3.1:  Schematische Darstellung des Ausgangskonstrukts Rev WT (Wildtyp) und der fünf Rev-

Deletionsmutanten.  

Die funktionellen Domänen sind in der Abbildung gekennzeichnet; Oligomerisierung: Regionen, die für die 
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Aggregation des Proteins wichtig sind; NLS: nuclear localization signal; RRE Bindung: Bindestelle der viralen RRE 

(rev-responsive element)-mRNA; NES: nuclear export signal; Aktivierung: Region für die Interaktion mit zellulären 

Proteinen.  

 

Ausgehend von der Wildtyp-Sequenz des Rev-Proteins wurden die fünf Deletionsmutanten 

wie in Abbildung 3.1 hergestellt. Das für die jeweilige Mutante codierende DNA-Fragment 

wurde mit entsprechenden Schnittstellen konstruiert, so dass es entweder in prokaryotische 

oder in eukaryotische Expressionsplasmide kloniert werden konnte. Die 

Klonierungsstrategie und die verwendeten Oligonucleotide für die entsprechenden 

Konstrukte sind in den Kapiteln 5.6 und 6.2.2.1 bzw. 6.2.2.2 beschrieben. 

3.1.2 Co-Immunopräzipitation zur Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vivo 

Für in vivo-Analysen der Rev/Sam68-Interaktion zur Identifikation der Sam68-Bindestelle in 

Rev wurden die in 3.1.1 beschriebenen Konstrukte in eukaryotischen Expressionsplasmiden 

mit molekularen Markern, sog. tags versehen. Da nicht alle Antikörper für eine Co-

Immunopräzipitation geeignet sind, sollte das Anfügen eines N-terminalen CFP 

(cyanfluoreszierndes Protein)-tags (28 kDa) für Rev bzw. für die Rev-Deletionsmutanten und 

eines HA (Hämagglutinin)-tags (1 kDa) für Sam68 die Auswahl der Antikörper erleichtern. 

Die Klonierungsstrategie ist in 6.2.2.2 beschrieben. 

Zur Expression wurden die Plasmide pcHA-Sam68 jeweils mit pECFP-Rev, pECFP-Rev∆1-

34, pECFP-Rev∆18-24, pECFP-Rev∆54-60, pECFP-Rev∆Double, pECFP-Rev∆64-116 in einem 

Verhältnis von 1:1 in 293T-Zellen transfiziert (6.5.1). Als Kontrolle wurde pECFP-Rev mit 

einem Leervektor pcDNA3.1(+) ebenfalls im Verhältniss 1:1 kotransfiziert. 48 h nach der 

Transfektion wurden die Zellen lysiert und je 100 µg Gesamtprotein von jedem Ansatz 

elektrophoretisch in einer SDS-PAGE aufgetrennt und anschliessend mittels Western Blot 

auf Expression der Konstrukte mit α-HA- oder α-CFP-spezifischen Antikörpern 

analysiert (5.8).  

HA-Sam68 konnte in den Transfektionsansätzen auf einer Höhe von ~68 kDa detektiert 

werden (Abb. 3.2a, Spuren 2-7), CFP-Rev bei ~41 kDa (Abb. 3.2a, Spuren 1-2). Die CFP-Rev 

Mutanten liefen je nach Größe des deletierten Bereichs zwischen 35 kDa und 40 kDa (Abb. 

3.2a, Spuren 3-7). Somit wurden alle Mutanten erwartungsgemäß exprimiert. 
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a)  

HA-Sam68 + + + + + +

55 kDa

35 kDa

55 kDa

-Actin35 kDa

CFP

HA
75 kDa

 

b) 

IP: HA

WB: CFP

IP: CFP

WB: HA

55 kDa

35 kDa

75 kDa

55 kDa

HA-Sam68 + + + + + +

 

Abb. 3.2: Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vivo. 

a) Expressionsnachweis des exogen exprimierten HA-Sam68, des CFP-Rev bzw. der CFP-Rev 

Deletionsmutanten mittels Western Blot-Analyse. 

293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für CFP-Rev und pcDNA3.1(+) (Spur 1) bzw. HA-Sam68 (Spur 2) 

und für die CFP-Rev-Deletionsmutanten und HA-Sam68 (Spuren 3-7) transfiziert und nach 48 h lysiert. Die 

Expression wurde mit einem α-HA-Antikörper für HA-Sam68 oder mit einem α-CFP-Antikörper für CFP-Rev 

und die CFP-Rev-Deletionsmutanten analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von β-Actin.  

b) Nachweis der in vivo-Interaktion zwischen HA-Sam68 und CFP-Rev bzw. CFP-Rev-Deletionsmutanten 

mittels Co-Immunopräzipitation und anschliessender Western Blot-Analyse. 

ProteinA-Sepharose-Beads wurden mit 2 µg eines α-CFP-spezifischen oder α-HA-spezifischen Antikörpers 

inkubiert und anschliessend mit Zelllysaten (500 µg) aus transfizierten 293T-Zellen versetzt. Gebundenes HA-

Sam68 bzw. CFP-Rev oder gebundene CFP-Rev-Deletionsmutanten wurden nach Co-Immunopräzipitation und 

anschliessender Western Blot-Analyse mit entsprechenden Antikörpern detektiert.  

 

Zur in vivo-Analyse der Rev/Sam68-Interaktion wurde eine Co-Immunopräzipitation (Co-IP) 

durchgeführt (6.3.7). Hierzu wurden die in Abb. 3.2a analysierten Zelllysate jeweils mit 

einem α-HA- oder analog α-CFP-spezifischen Antikörper, der vorher an ProteinA-

Sepharose-Beads gebunden wurde, inkubiert. Wenn eine Interaktion stattfindet, ist es mit den 

Antikörpern möglich das Interaktionspaar zu präzipitieren und in einer anschliessenden 

Western Blot-Analyse zu detektieren. Eine fehlende Interaktion bei den Rev-

Deletionsmutanten liefert Aussagen über die Sam68-Bindestelle. Essentiell für die korrekte 

Interpretation von Co-Immunopräzipitationen ist die Wahl entsprechender Kontrollen, um 

Kreuzreaktionen und unspezifische, falsch-positive Signale zu erkennen. Deswegen wurden 

folgende Kontrollen mitgeführt: Die Kontrolle IgG (Abb. 3.2b, Spur 1) sollte eine 

unspezifische Bindung der Antikörper an Proteine der Lysate ausschliessen. Hierfür wurden 

an ProteinA-Sepharose-Beads gebundene, unspezifische IgGs (Ratte bzw. Maus) mit dem 

CFP-Rev- und HA-Sam68 Zelllysat inkubiert. Die Kontrolle AK (Abb. 3.2b, Spur 9) zeigte 

eventuelle Kreuzreaktionen zwischen dem IP-Antikörper und dem WB-Antikörper. Hierfür 

wurde an ProteinA-Sepharose-Beads gebundener α-CFP- bzw. α-HA-Antikörper im Western 

Blot mit einem α-HA bzw. α-CFP-Antikörper detektiert. Desweiteren wurden unbeladene 

ProteinA-Sepharose-Beads (Abb. 3.2b, Spur 10) analysiert, um ein falsch-positives Signal auf 
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der erwarteten Laufhöhe der exprimierten Konstrukte auszuschliessen. Als Negativkontrolle 

wurde das CFP-Rev Zelllysat mit den entsprechenden Antikörpern präzipitiert und 

detektiert (Abb. 3.2b, Spur 2). Das Lysat, in dem CFP-Rev und HA-Sam68 co-exprimiert 

wurden, diente in der Co-IP als Positivkontrolle für eine in vivo-Interaktion (Abb. 3.2b, 

Spur 3). Die Deletionsmutanten CFP-Rev∆1-34, CFP-Rev∆18-24 und CFP-Rev∆54-60 

(Abb. 3.2b, Spuren 4-6) waren, trotz ihrer Deletionen in wichtigen strukturgebenden 

Domänen des Rev-Proteins, fähig mit HA-Sam68 zu interagieren. Die Mutanten CFP-

Rev∆Double, die beide Deletionen AS 18-24 und AS 54-60 gleichzeitg enthält, und CFP-

Rev∆64-116, bei der der C-terminale Bereich deletiert worden ist, konnten HA-Sam68 nicht 

mehr binden (Abb. 3.2b, Spuren 7-8). Somit setzt sich die Sam68-Interaktionsstelle in Rev aus 

einem strukturellen Motiv mit drei verschiedenen Domänen (AS 18-24, AS 54-60 und AS 64-

116) zusammen. Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass Sam68 tatsächlich über eine 

kombinierte, hydrophobe Oberfläche mit dem Rev-Protein interagieren könnte (3.1.1). Eine 

korrekte Ausbildung der Helix-loop-Helix-Struktur ist hierfür Voraussetzung. Werden 

essentielle Aminosäuren (AS 18-24, AS 54-60 und AS 64-116) deletiert, so ist die strukturelle 

Anordnung von Rev gestört und somit auch die Interaktionsstelle. Die Deletion der 

Teilbereiche AS 18-24 oder AS 54-60 führte aber nicht zum Interaktionsverlust. 

Möglicherweise reicht in den Mutanten Rev∆18-24 und Rev∆54-60 die Anwesenheit der C-

terminalen Region (AS 64-116) und eines weiteren Bereichs (AS 54-60 oder AS 18-24) zur 

Stabilisierung der Struktur und der Sam68-Interaktionsstelle aus.  

3.1.3 Pull down-Assay zur Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vitro 

Die Sam68-Bindestelle in Rev sollte ebenfalls in einem in vitro-System untersucht werden, 

um binäre Interaktionen einer Co-Komplexbildung, was mit zellulären Systemen in 

eukaryotischen Zellkulturen der Fall ist, gegenüber zu stellen. Hierfür wurden die Rev-

Konstrukte (3.1.1) N-terminal mit einem GST (Glutathion S-Transferase )-tag (28 kDa) und C-

terminal mit einem HIS (Hexa Histidin)-tag (1 kDa), dessen Sequenz mittels PCR angefügt 

wurde (6.2.2.1), versehen. Die N-terminale Fusion an GST erfolgte durch Klonierung der 

Konstrukte in das prokaryotische Expressionsplasmid pGEX-KG (5.5, 6.2.2.1). Das zu 

exprimierende Fusionsgen steht unter der Kontrolle eines lac-Promotors. Somit kann gezielt 

durch IPTG-Zugabe die Expression des Fusionsproteins induziert werden (6.3.1). Da die 

Produktion von rekombinantem Sam68 im bakteriellen Expressionssystem mit niedrigen 



Ergebnisse 

32 

Ausbeuten und geringer Stabilität verbunden ist, wurden gezielt rekombinant hergestelltes 

Rev und Rev-Deletionsmutanten als Affinitätsmatrix zur Isolierung von endogenem Sam68 

aus dem Lysat der humanen Zelllinie 293T eingesetzt. Die Methode bietet darüberhinaus 

den Vorteil, dass Sam68 unter natürlichen Bedingungen posttranslational modifiziert 

werden kann (1.4.1).  

Die Rev-Fusionsproteine mit GST-tag wurden, wie im Abschnitt 6.3.1 beschrieben, 

exprimiert und zunächst über die Affinitätsmatrix Glutathion-Sepharose aufgereinigt 

(6.3.2.1). Um sicher zu stellen, dass keine verkürzten Stopp-Varianten oder 

Degradationsprodukte der Proteine die Bindung an Sam68 beeinflussen, folgte zur 

Isolierung der Volllänge-Proteine ein weiterer Aufreinigungsschritt über die Bindung des C-

terminalen HIS-tags an eine Ni-NTA-Agarose-Matrix (6.3.2.2). In Abbildung 3.3 sind 

exemplarisch die Aufreinigungschritte von GST-Rev∆Double-HIS dargestellt. Die Spuren 6-8 

zeigen das über das GST-tag aufgereinigte Protein. Desweiteren sind neben einer Bande mit 

korrekten Molekulargewicht (40 kDa) weitere Proteine kleinerer Größe erkennbar. Hierbei 

handelt es sich sehr wahrscheinlich um Abbauprodukte oder, wie oben erwähnt, 

translationale Stopp-Mutanten, die auf die für E. coli suboptimale HIV-Codon-Usage des rev-

Gens zurückzuführen sind. Durch die Aufreinigung über das HIS-tag konnten diese 

grossteils effizient abgetrennt werden (Abb. 3.3, Spuren 12-13), was aber stets zu einer 

verringerten Gesamtausbeute der Proteine führte.  

50kDa

37kDa

25kDa

75kDa

GST-
Rev∆Double-
HIS

Aufreinigung über GST-tag Aufreinigung über HIS-tag  

Abb. 3.3: Aufreinigungsschritte des exprimierten Fusionsproteins GST-Rev∆Double-HIS (40 kDa). 

Während der Expression- und Aufreinigungsprozedur wurden stets Aliqouts zur Kontrolle der einzelnen Schritte 

entnommen, über eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mittels Coomassie-Färbung sichtbar gemacht. 

Für die Expressions- und Interaktionsanalyse wurde die Elutionsfraktion 2 (rot markiert) herangezogen.  

 

Die Identität aller  aufgereinigten Fusionsproteine wurde im Western Blot verifiziert. Dabei 

wurden in der gegen das GST-tag gerichteten Detektion mit einem α-GST-Antikörper (5.8) 
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neben dem korrekten Protein teilweise auch die Abbauprodukte, was möglicherweise mit 

einer GST-Dimerisierung einhergeht, erkannt (Abb. 3.4a). Die Detektion mit dem α-HIS-

Antikörper (5.8) gegen das C-terminale HIS-tag bestätigte die Aufreinigung der Volllänge-

Proteine (Abb. 3.4a). Lediglich die Mutante GST-Rev∆64-116-HIS zeigte eine verringerte 

Expression. GST wurde als Negativkontrolle für den Pull down-Assay exprimiert und 

aufgereinigt.  

a) 

GST
37kDa

25kDa

37kDa

50kDa

HIS

 

b) 

Sam68
75kDa

50kDa

37kDa
 

Abb. 3.4: Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vitro. 

a) Expressionsnachweis der aufgereinigten Proteine. 

60 µg Gesamtprotein wurden pro Spur geladen und nach einer SDS-PAGE mit einem α-GST- oder α-HIS-

Antikörper mittels einer Western Blot-Analyse detektiert.  

b) Nachweis der in vitro-Interaktion zwischen endogen exprimiertem Sam68 und GST-Rev-HIS bzw. GST-

Rev-HIS-Deletionsmutanten mittels Pull down-Assay und anschliessender Western Blot-Analyse. 

Die aufgereinigten Proteine (60 µg) wurden an magnetische Beads gebunden und mit 2.5 mg Zelllysat aus 293T-

Zellen inkubiert. 10 µg direkt geladenes Zelllysat aus 293T-Zellen diente als Kontrolle der zellulären Expression 

von Sam68. Gebundenes Protein wurde in einer Western Blot-Analyse mit einem α-Sam68-Antikörper (5.8) 

detektiert. 

 

Für die Analyse der Sam68-Bindestelle in Rev wurden, wie in 6.3.6 ausführlich beschrieben, 

die aufgereinigten Rev-Proteine an magnetische Beads gekoppelt und durch Inkubation mit 

Zelllysat von 293T-Zellen, die endogen Sam68 exprimieren (Abb. 3.4b, Spur 8), auf die 

Interaktion mit Sam68 untersucht. Wie bereits erwähnt, diente GST im Pull down-Assay als 

Negativkontrolle (Abb. 3.4b, Spur 7). GST-Rev-HIS wurde als Positivkontrolle für eine 

Interaktion zwischen Rev und Sam68 verwendet (Abb. 3.4b, Spur 1). Die Mutanten GST-

Rev∆1-34-HIS, GST-Rev∆18-24-HIS und GST-Rev∆54-60-HIS zeigten eine - wenn auch 

schwächere - Interaktion mit Sam68 (Abb. 3.4b, Spuren 2-4). GST-Rev∆Double-HIS und GST-

Rev∆64-116-HIS waren aufgrund ihrer Deletionen nicht mehr fähig Sam68 zu binden (Abb. 

3.4b, Spuren 5-6). Diese Ergebnisse decken sich mit den Daten, die auch für einfach 

aufgereinigte Rev-Proteine mit N-terminaler GST-Fusion (6.2.2.1) erhalten wurden (Daten 

nicht gezeigt). Die Abbauprodukte und verkürzten Varianten scheinen also keinen negativen 

Einfluss auf die Pull down-Analysen zu haben. Desweiteren spiegeln die in vitro-Daten die 
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Ergebnisse der in vivo-Analyse (3.1.2) wieder. Die Sam68-Bindestelle in Rev setzt sich also 

aus den Bereichen AS 18-24, AS 54-60 und AS 64-116 zusammen und bildet ein strukturelles 

Motiv aus.  

3.1.4 Funktionelle Charakterisierung der Rev-Deletionsmutanten 

Als nächstes sollten die konstruierten Deletionsmutanten des Rev-Proteins funktionell 

charakterisiert werden. Hierbei sollte untersucht werden, inwieweit die Funktion des Rev-

Proteins hinsichtlich seiner Oligomerisierungsfähigkeit (3.1.4.1) und Exportfähigkeit (3.1.4.2) 

durch das Fehlen funktionell essentieller Bereiche und auch der Sam68-Bindestelle 

beeinflusst wird. Desweiteren sollte die Auswertung einer Überexpression der Rev-

Deletionsmutanten im proviralen Kontext untersucht werden (3.1.4.3), um Mutanten mit 

einem transdominant negativen Phänotyp zu identifizieren.  

3.1.4.1 Oligomerisierung 

Rev besitzt die Eigenschaft, in Anwesenheit von RRE-haltiger RNA durch Oligomerisierung 

zu einem höher geordneten Komplex zu aggregieren (1.2.2). Nur als Oligomer erfüllt es seine 

volle Funktion als Exportprotein (1.2.3). Deswegen sollte untersucht werden, ob die 

Deletionen, welche hauptsächlich in den beiden Oligomerisierungsdomänen des Proteins 

liegen, die Oligomerbildung stören. Hierfür eignet sich vor allem die FRET-Analyse, die im 

durchflusscytometrischen Verfahren (FACS) die Erfassung der in vivo-Interaktion von 

Proteinen ermöglicht. Vorteil dieser Methode ist, dass das Verfahren in lebenden Zellen 

stattfindet und somit die zellulären Kompartimente der Zelle, im Gegensatz zur Co-

Immunopräzipitation, nicht zerstört werden. Die Theorie und praktische Umsetzung der 

FRET-Analyse wird in 6.5.3 beschrieben. Für die Analysen wurden zunächst die Rev-

Konstrukte (3.1.1) aus der in vivo-Interaktionsstudie (3.1.2) verwendet. Als 

Interaktionspartner wurde das Wildtyp Rev-Protein N-terminal mit einem YFP 

(gelbfluoreszierendes Protein)-tag versehen (6.2.2.2). Nach Co-Transfektion der CFP-Rev 

Varianten mit YFP-Rev und einem pcUTR-wtgag-RRE (5.5) Konstrukt in der humanen 

Zelllinie 293T wurden die Proteine exprimiert. Eine stattfindende Interaktion bzw. 

Oligomerisierung sollte durch einen positiven FRET-Effekt mittels FACS-Analyse messbar 

sein. Das Konstrukt pcUTR-wtgag-RRE wurde ursprünglich für ein subgenomisches 

Reportersystem zur Analyse des Rev-abhängigen mRNA-Exports basierend auf dem HIV-1 
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Gen gag entwickelt (3.2.5.1) 215. Das Gag-Protein wird Rev-abhängig in Säugerzellen 

exprimiert und ermöglicht durch die Präsenz der RRE-Sequenz am 3‘-Ende des gag-Gens die 

Oligomerisierung von Rev. Da aber nicht einmal die Positivkontrolle, das Wildtyp Rev-

Protein, einen positiven FRET-Effekt gezeigt hatte (Daten nicht gezeigt), lag die 

Schlussfolgerung nahe, dass die N-terminale Fusion von CFP bzw. YFP die 

Oligomerisierung von Rev stört. Aufgrunddessen wurde die Fusion des tags C-terminal mit 

einem flexiblen linker zwischen dem Protein und dem tag vorgenommen, um die 

Funktionalität der Fusionsproteine zu verbessern (6.2.2.2) 216.  
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Abb. 3.5: FRET-Analyse.  

293T-Zellen wurden mit Konstrukten für die angegebenen Fusionsproteine transfiziert und 48 h später bei 

Anregung mit dem 405 nm-Laser im FACS analysiert. Die Fluoreszenzintensität im 585/42-Filter (Signal von CFP 

und YFP aus FRET) wurde gegen die Fluoreszenzintensität im 450/50-Filter (Signal von CFP) aufgetragen. Die 

definierten Regionen R2 und R3 markieren jeweils FRET-negative (grün) bzw. FRET-positive (blau) Zellen. Obere 

Reihe: FRET-Kontrollen pcDNA3.1(+) (Negativkontrolle), CFP + YFP (Negativkontrolle) und CFP-YFP-Fusion 

(Positivkontrolle), untere Reihe: FRET zwischen Rev-CFP + Rev-YFP und Rev∆1-34-CFP + Rev-YFP. 

 

In Abbildung 3.5 sind repräsentative Diagramme der FACS-FRET-Analysen dargestellt. Die 

quantitative Auswertung der FRET-Analyse zeigt die Abbildung 3.6. Für die Auswertung 

wurden zwei Regionen R2 und R3 definiert, die so gewählt wurden, dass sich die Zellen der 

Negativkontrolle CFP + YFP gerade noch in R2 befanden (Abb. 3.5, obere Reihe, Mitte). 

FRET-positive Zellen wurden in der Region R3 gemessen. Die Positivkontrolle CFP-YFP ist 

ein Fusionsprotein (optimaler Energietransfer) und ergab das stärkste FRET-positive Signal 

(Abb. 3.5, obere Reihe, rechts und Abb. 3.6, Balken 5). Die Negativkontrolle YFP erzielte 1 % 

FRET-positiver Zellen in R3; dieser Wert wurde als Hintergrundsignal betrachtet (Abb. 3.6, 
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Balken 3). Alle Werte, die unter 1 % lagen, wurden als negatives FRET-Signal interpretiert 

(Abb. 3.6, Balken: 1-4: pcDNA3.1, CFP, YFP, CFP + YFP). Zusätzlich wurden Kontrollansätze 

mit Rev-CFP bzw. den Rev-CFP-Deletionsmutanten, YFP und UTR-wtgag-RRE verwendet, 

die ein eventuell falsch-positives FRET-Signal, bedingt durch YFP oder UTR-wtgag-RRE, 

ausschliessen sollten (Abb. 3.6, Balken 13-18). Ein FRET-positives Signal konnte neben der 

Positivkontrolle nur für den Ansatz Rev-CFP + Rev-YFP + UTR-wtgag-RRE mit 4.6 % 

erhalten werden (Abb. 3.5, untere Reihe, links und Abb. 3.6, Balken 6). Alle Rev-Mutanten 

zeigten ein FRET-negatives Signal (Abb. 3.5, untere Reihe, rechts und Abb. 3.6, Balken 7-11), 

was vermutlich auf die Deletion essentieller Bereiche in ihren Oligomerisierungsdomänen 

zurückzuführen ist. Eine gestörte Oligomerisierungsdomäne resultierte somit in der 

Hemmung der Oligomerbildung von Rev. Interessanterweise zeigte Rev∆64-116-CFP 

ebenfalls eine gestörte Oligomerisierung (Abb. 3.6, Balken 11), obwohl sich die Deletion auf 

den C-terminalen Bereich des Proteins beschränkt (3.1.1). Es wäre möglich, dass der C-

terminale Teil von Rev eine wichtige Funktion bezüglich der Stabilität und Oligomerbildung 

des Proteins erfüllt.  
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Abb. 3.6 Nachweis der Oligomerisierung von Rev bzw. den Rev-Deletionsmutanten mittels FRET-Analyse. 

293T-Zellen wurden mit Konstrukten für die angegebenen Fusionsproteine und/oder pcUTR-wtgag-RRE co-

transfiziert und 48 h später bei Anregung mit dem 405 nm-Laser im FACS analysiert. Negativkontrollen: 

pcDNA3.1(+), CFP, YFP, CFP + YFP; Positivkontrolle: CFP-YFP. Gezeigt ist der Mittelwert von drei unabhängigen 

Experimenten ± Standardfehler. Das FRET-Signal des Wildtyp Rev (Rev-CFP + Rev-YFP + UTR-wtgag-RRE) ist 

mit *p<0.00002 statistisch signifikant (t-Test) gegenüber dem Hintergrundlevel (CFP + YFP, CFP + Rev-YFP + 

UTR-wtgag-RRE, Rev-CFP + YFP + UTR-wtgag-RRE).  
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3.1.4.2 Exportfähigkeit  

Die Exportfähigkeit der Rev-Deletionsmutanten lässt sich in einem quasi-lentiviralen 

Reportersystem sehr gut untersuchen. Eine wesentliche Rolle in diesem System spielt das 

Konstrukt pcUTR-hivGFP-RRE. Ursprünglich wurde mit diesem Konstrukt der Einfluss des 

Codongebrauchs auf die Expressionseffizienz in Säugerzellen untersucht. Zunächst wurde 

die Sequenz von GFP an den Codongebrauch lentiviraler Gene angepasst, was in einer 

gehemmten Proteinexpression und verringerten RNA-Stabilität resultierte 217. Durch das 

Anfügen der untranslatierten Region (UTR) am 5‘-Ende des Gens und der RRE-Sequenz am 

3‘-Ende konnte die RNA-Stabilität deutlich verbessert werden und eine effiziente, Rev-

abhängige Expression von GFP erreicht werden. Somit lässt sich mit Hilfe des Reportergens 

GFP der Einfluss der Rev-Deletionsmutanten auf den Export RRE-haltiger RNA durch 

Bestimmung der GFP-Fluoreszenzintensität effizient untersuchen. Die Rev-

Deletionsmutanten wurden für den Test mit einem C-terminalen Strep-tag versehen (5.6, 

6.2.2.2), weil die CFP-markierten Rev-Varianten die FACS-Analyse der GFP-Expression 

aufgrund überlappender Emissionsspektren verfälschen würden. Hierzu wurden 293T-

Zellen mit den entsprechenden Expressionsplasmiden (Abb. 3.7) transfiziert und 48 h später 

durchflusscytomerisch (6.5.3) analysiert.  
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Abb. 3.7: Funktionelle Analyse der Rev-Mutanten mit einem subgenomischen, zellulären Reporterassay. 

293T-Zellen wurden mit Konstrukten für HA-Sam68 oder einem Kontrollplasmid pcDNA3.1(+), UTR-hivGFP-

RRE und Rev-Strep bzw. den Rev-Strep-Deletionsmutanten im Verhältnis 2:1:1 co-transfiziert und 48 h später im 

FACS auf die Expression von GFP analysiert. Die Daten sind als Prozentsatz positiver Zellen oder der MFI (mean 

fluorescence intensity) von Rev-Strep, welches 100 % gesetzt wurde, dargestellt. Die Fehlerbalken repräsentieren 

die Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten.  
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Die Expression von GFP war ohne Rev-Strep (Abb. 3.7a und b, Balken 2, in hellgrün) bzw. in 

Gegenwart der Rev-Strep-Deletionsmutanten deutlich gehemmt (Abb. 3.7a und b, Balken 4-

8, in hellgrün). Die geringe basale Expression ist eventuell auf die Expression des endogenen 

Sam68 zurückzuführen. Wurde der Wildtyp Rev-Strep co-exprimiert, so war eine effiziente 

Expression von GFP nachweisbar (Abb. 3.7a und b, Balken 3, in hellgrün). Die 

Überexpression von HA-Sam68 resultierte in Abwesenheit von Rev-Strep (Abb. 3.7a und b, 

Balken 2, in dunkelgrün) bzw. in Anwesenheit der Rev-Strep Deletionsmutanten (Abb. 3.7a 

und b, Balken 4-8, in dunkelgrün) in einer leichten Expressionsteigerung von GFP. Wurden 

HA-Sam68 und Rev-Strep co-exprimiert, so führte dies zu einem Rückgang der Expression 

um ~20 % bei der Anzahl GFP-positiver Zellen (Abb. 3.7a, Balken 3, in dunkelgrün) bzw. um 

~30 % bei der MFI (Abb. 3.7b, Balken 3, in dunkelgrün). Zusammenfassend lässt sich 

schlussfolgern, dass die Exportfähigkeit der Rev-Deletionsmutanten und die damit 

verbundene Expression des GFP-Reporterproteins vermutlich aufgrund der gestörten 

Oligomerisierungsfähigkeit eingeschränkt ist. Die Mutanten sind offenbar wahrscheinlich 

nicht funktionell. Eine Überexpression von Sam68 konnte teilweise die Defekte der Mutanten 

rekonstituieren. In Abwesenheit von Rev schien Sam68 den Rev-abhängigen Export zu 

einem geringen Grad zu unterstützen. Überexpression von Sam68 in Anwesenheit von 

funktionellen Wildtyp Rev hatte allerdings einen negativen Effekt auf den Rev-abhängigen 

Export.  

3.1.4.3 Einfluss auf die HIV-Replikation 

Der Einfluss der Rev-Deletionsmutanten auf den viralen Replikationszyklus lässt sich mit 

Hilfe eines HIV-Replikations-Assays untersuchen (6.5.5). Dazu wurden die 

Deletionsmutanten zusammen mit dem proviralen Plasmid pNL4-3 in 293T-Zellen co-

transfiziert und nach 48 h die Produktion viraler Partikel im Zellüberstand in einem p24-

ELISA (6.3.8) analysiert. Dabei ist zu beachten, dass in diesem Kontext nur Einflüsse auf die 

HIV-1-Replikation in ihrer Gesamtheit, im Allgemeinen nicht aber auf die einzelnen Schritte 

der Replikation untersucht werden können. Deletionsmutanten mit einem transdominant 

negativen Phänotyp würden als kompetitiver Inhibitor die HIV-1-Replikation hemmen, was 

zu einem deutlichen Rückgang der Partikelproduktion führen würde. Die Expression von 

Rev-CFP bzw. den Rev-CFP-Deletionsmutanten wurde in einer Western Blot-Analyse 

bestätigt (Abb. 3.8, oberer Western Blot).  
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Abb. 3.8: Funktionelle Analyse der Rev-Mutanten mit einem HIV-Replikations-Assay. 

293T-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+) und/oder pNL4-3 und den Rev-CFP DNA-Konstrukten für den Wildtyp 

bzw. die verschiedenen Rev-Deletionsmutanten im Verhältnis 1:1 co-transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde 

die p24-Expression (Virusgehalt) in den Kulturüberständen in einem p24-ELISA vermessen. Die Fehlerbalken 

repräsentieren die Standabweichung aus drei unabhängigen Experimenten. Die Expression der Rev-CFP 

Konstrukte wurde in den Zelllysaten mittels Western Blot-Analyse mit einem α-CFP-spezifischen Antikörper 

(5.8) detektiert. β-Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.  

 

Wie in Abbildung 3.8 (Balken 4-8) ersichtlich, führte die Expression der Deletionsmutanten 

nur zu einer geringen Abnahme der Partikelproduktion im Vergleich zum Provirus (Balken 

2). Die Überexpression von Rev-CFP (Abb. 3.8, Balken 3) schien die Partikelproduktion nicht 

zu begünstigen. Vermutlich entstand hier eine zeitliche Störung der HIV-1-Replikation 

aufgrund der Tatsache, dass Rev-CFP früher und länger exprimiert wird im Vergleich zum 

NL4-3 Rev-Protein. Zusammenfassend schienen die Deletion der Sam68-Bindestelle, sowie 

weitere Deletionen in den funktionell essentiellen Bereichen des Rev-Proteins keinen 

transdominant negativen Einfluss auf die HIV-1-Replikation zu haben.  

3.1.5 Subzelluläre Lokalisation der Rev-Deletionsmutanten 

Die Deletion wichtiger Regionen in den Rev-Deletionsmutanten könnte auch auf die 

Lokalisation der Proteine in der Zelle Auswirkungen haben. Um dies zu untersuchen, 

wurden die CFP-fusionierten Rev-Mutanten, sowie CFP-Rev und zur Kontrolle CFP in 293T-

Zellen exprimiert und 48 h nach Transfektion fluoreszenzmikroskopisch untersucht (6.5.4). 

Die Emission von CFP konnte nach Anregung im FITC-Filter (grün) fotografiert werden. Die 

Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blau) und ermöglichten bei Überlagerung beider 
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Aufnahmen die Unterscheidung der Lokalisation zwischen dem Zellkern und dem 

Cytoplasma.  

CFP-Rev

DAPI                  CFP          Überlagerung DAPI                  CFP           Überlagerung 

CFPpcDNA3.1

DAPI                 CFP            Überlagerung 

CFP-Rev∆1-34
DAPI                   CFP           Überlagerung 

CFP-Rev∆18-24 CFP-Rev∆54-60
DAPI                  CFP           Überlagerung DAPI                 CFP            Überlagerung 

CFP-Rev∆Double CFP-Rev∆64-116

DAPI                  CFP            Überlagerung DAPI                 CFP            Überlagerung 

 
 

Abb. 3.9: Subzelluläre Lokalisation von CFP-Rev und den CFP-Rev-Deletionsmutanten. 

293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für die angegebenen CFP-Fusionsproteine sowie mit 

pcDNA3.1(+) bzw. pECFP-C1 als Kontrollen auf Deckgläschen transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen auf den 

Deckgläschen fixiert, DAPI-gefärbt und eingedeckt. Repräsentative Zellen wurden bei entsprechender Anregung 

im DAPI- und im FITC-Filter, der ebenfalls die Messung der CFP-Emission erlaubte, bei 630-facher 

Vergrösserung fotografiert. Gezeigt sind jeweils die Fluoreszenzen von DAPI und CFP sowie die Überlagerung 

beider Bilder. 

 

In Abbildung 3.9 sind die Aufnahmen der einzelnen CFP-Rev-Deletionsmutanten, sowie von 

CFP-Rev, den Kontrollen CFP bzw. pcDNA3.1(+) und die Überlagerung mit den DAPI-

Bildern dargestellt. CFP ohne Fusion war gleichmäßig über die gesamte Zelle verteilt. Dies 

war aufgrund seines Molekulargewichts von 28 kDa, das eine freie Diffusion des Proteins 

durch die Kernporen ermöglicht, zu erwarten. Mit dem Leervektor pcDNA3.1(+) transfizierte 

Zellen zeigten keinerlei CFP-Fluoreszenz im FITC-Filter. CFP-Rev wurde sowohl im 

Nucleus, als auch im Cytoplasma lokalisiert. CFP-Rev∆1-34 war ebenfalls auf das 

Cytoplasma und den Zellkern verteilt, wobei es aber auf bestimmte Kern-Subkompartimente 

begrenzt zu sein schien. Die Deletionsmutanten CFP-Rev∆18-24 und CFP-Rev∆54-60 hatten 

teils ein verändertes Lokalisationsmuster, welches in einer perinucleären Anhäufung der 

Proteine resultierte. Auch die Mutante CFP-Rev∆Double, deren deletierter Bereich für die 

Sam68-Bindung mitverantwortlich ist, konzentrierte sich im Gegensatz zum Wildtyp CFP-

Rev eher auf bestimmte Kern-Subkompartimente. Die Deletion der Kernexportsequenz in 

CFP-Rev∆64-116 hatte, wie erwartet, im Vergleich zu den anderen Mutanten eine deutliche 

Retention im Nucleus zur Folge. Vor allem Mutanten, deren Deletionsbereiche in die Sam68-
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Interaktion involviert sind, schienen eine veränderte subzelluläre Lokalisation im Vergleich 

zum Wildtyp CFP-Rev zu haben.  

3.2 Identifizierung und Charakterisierung der Rev-Bindestelle im Sam68-

Protein 

3.2.1 Generierung von Sam68-Deletionsmutanten 

Li et al. hatten die Rev-Bindestelle in Sam68 in Co-Immunopräzipitationsstudien auf den C-

terminalen Bereich des Proteins eingegrenzt. Insbesondere die Aminosäuren 321-410 sollten 

für die Rev-Bindung verantwortlich sein 186. Drei Jahre zuvor hatten Reddy et al. in Pull down-

Analysen mit rekombinant hergestellten GST-Sam68-Mutanten gezeigt, dass der Bereich 1-

329 an der Rev-Bindung beteiligt sei 181. Wurde diese Region deletiert, so konnte die 

trunkierte Sam68-Mutante mit den Aminosäuren 330-443 Rev nicht binden. Im Gegenzug 

dazu konnte die Deletion der AS 330-443 die Rev-Bindung nicht aufheben. Werden diese 

Erkenntnisse zusammengeführt, so müsste die Region 321-410 im C-Terminus für die Rev-

Bindung verantwortlich sein. Um dies zu untersuchen, wurden zunächst die Sam68-

Deletionsmutanten 1-4 hergestellt (Abb. 3.10): 

1. Sam68∆330-443  

2. Sam68∆321-330 

3. Sam68∆321-410 

4. Sam68∆321-443  

Es sei erwähnt, dass Sam68∆330-443 und Sam68∆321-443 kein Kernlokalisationssignal 

besitzen und dem zu Folge einen transdominant negativen Phänotyp im Kontext der HIV-1-

Replikation zeigen (1.4.2). Beide gehören zur Klasse von Sam68∆C-Mutanten, die kein 

Kernlokalisationssignal besitzen und transdominant negativ auf die HIV-Replikation 

wirken. Sam68∆321-410 zeichnet sich durch die Deletion der Prolin-reichen Motive P4-P5 

und der Tyrosin-reichen Region, welche für die Bindung der SH2-Domänen verantwortlich 

ist, aus (1.4.1). Sam68∆321-330 besitzt lediglich eine Deletion von neun Aminosäuren 

zwischen den Motiven P3 und P4.  
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Sam68 WT (48 kDa)

Sam68∆330-443 (35 kDa)
(nach Reddy et al.170)
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Abb. 3.10: Schematische Darstellung des Ausgangskonstruktes Sam68 WT (Wildtyp) und der Sam68 

Deletionsmutanten. 

Die funktionellen Domänen des Proteins sind in der Abbildung gekennzeichnet. GSG-Domäne: besteht aus der 

RNA-bindenden KH-Domäne und den flankierenden N- und C-terminalen Segmenten; P0-P6 (Prolin-reiche 

Regionen): Bindung der SH3-Domänen; YY (Tyrosin-reiche C-terminale Region): Bindung der SH2-Domänen; 

RRG: Arginin-Glycin-reiche Region; NLS: Kernlokalisationssignal. 

 

Aufgrund der Erkenntnisse aus der in vivo-Interaktionsstudie, welche im Kapitel 3.2.2 

detailliert beschrieben werden, wurden die nächsten Mutanten Sam68∆330-410, Sam68∆410-

443, Sam80, SamR1 und SamR2 erstellt und auf eine Rev-Interaktion untersucht. Sam68∆330-

410 unterscheidet sich von der Mutante Sam68∆321-410 nur um neun Aminosäuren. Sam80 

besteht aus der Region, welche in Sam68∆330-410 deletiert wurde. Die Peptide SamR1 und 

SamR2 unterteilen die Region AS 330-410 zur feineren Eingrenzung der Rev-Bindestelle (im 

Detail 3.2.2). Die Mutante Sam68∆410-443 besitzt kein Kernlokalisationssignal und sollte 

womöglich im Phänotyp stark den Sam68∆C-Mutanten ähneln.  

Die Klonierungsstrategie und die verwendeten Oligonucleotide für die entsprechenden 

Konstrukte sind in den Kapiteln 5.6 und 6.2.2.1 bzw. 6.2.2.2 beschrieben. Wie bei den Rev-

Mutanten wurde das für die jeweilige Sam68-Mutante codierende DNA-Fragment ebenfalls 

mit entsprechenden Schnittstellen konstruiert, so dass eine Umklonierung in verschiedene 

eukaryotische oder prokaryotische Expressionsplasmide (6.2.2.1, 6.2.2.2) problemlos möglich 

war.  
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3.2.2 Co-Immunopräzipitation zur Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vivo 

Für die in vivo-Analyse der Rev/Sam68-Interaktion zur Identifikation der Rev-Bindestelle in 

Sam68 mittels Co-Immunopräzipitation wurden die Sam68-Konstrukte N-terminal mit 

einem HA-tag (1 kDa) versehen (6.2.2.2). Das Rev-Konstrukt enthielt am C-terminalen Ende 

ein Strep-tag (1 kDa) (6.2.2.2).  

293T-Zellen wurden zur Expression der Fusionsproteine mit den Plasmiden pcHA-Sam68 

und pcRev-Strep oder pcDNA3.1(+), pcRev-Strep und pcHA-Sam68∆330-443, pcHA-

Sam68∆321-330, pcHA-Sam68∆321-410, pcHA-Sam68∆321-443, pcHA-Sam68∆330-410, 

pcHA-Sam68∆410-443, pcHA-Sam68-Rev-Strep, oder pcHA-Sam80 in einem Verhältnis von 

1:1 transfiziert (6.5.1). 48 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und je 100 µg 

Gesamtprotein von jedem Ansatz elektrophoretisch in einer SDS-PAGE aufgetrennt und 

anschliessend mittels Western Blot auf Expression der Konstrukte mit α-HA- oder α-Strep-

spezifischen Antikörpern analysiert (5.8). HA-Sam68 konnte auf einer Höhe von ~68 kDa 

detektiert werden (Abb. 3.11a, Spuren 1-2). Die Sam68-Deletionsmutanten wurden je nach 

Molekulargewicht zwischen ~50 und ~68 kDa detektiert (Abb. 3.11a, Spuren 3-8). Die 

errechneten Größen der Mutanten (3.2.1, 34 – 47 kDa) liegen deutlich unter dem detektierten 

Bereich. Die Proteine werden trotz der Deletion wichtiger Regionen in vivo weiterhin wie der 

Wildtyp Sam68 posttranslational modifiziert. Neben der Bande des vollständigen Proteins 

wurden auch oft Abbauprodukte der Sam68-Proteine detektiert (Abb. 3.11a und b). Das 

Fusionsprotein aus HA-Sam68 und Rev-Strep, welches als zusätzliche Positivkontrolle 

dienen sollte, verlief ein wenig höher als Sam68 (Abb. 3.11a, Spur 9). HA-Sam80, welches die 

Region AS 330-410 abbildet, musste aufgrund seines geringen Molekulargewichts (errechnet 

9 kDa, tatsächliche Größe im Western Blot ~20 kDa) in einer gesonderten SDS-PAGE 

analysiert werden (Abb. 3.11a, Spur 10). Die Expression von Rev-Strep zeigte eine 

charakteristische Doppelbande bei ~15-18 kDa (Abb. 3.11a, Spuren 2-8 und 10). Vermutlich 

bildet das höhermolekulare Protein der Doppelbande, welche nur in hochprozentiger SDS-

PAGE ersichtlich war, eine posttranslational modifizerte Form des Fusionproteins Rev-Strep 

ab 57,218. HA-Sam68-Rev-Strep wurde nicht nur bei ~75 kDa detektiert, sondern auch als 

zahlreiche niedermolekulare Banden (Abb. 3.11a, Spur 9). Hierbei könnte es sich um nach 

der Translation des großen Fusionsproteins entstandene Degradationsprodukte handeln, die 

aufgrund ihres Strep-tags detektiert werden konnten.  
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a) 

Rev-Strep + + + + + + + + +

50 kDa

75 kDa

37 kDa

20 kDa
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Rev-Strep + + + + + + + + +
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Abb. 3.11: Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vivo. 

a) Expressionsnachweis des exprimierten Rev-Strep, des HA-Sam68 bzw. der HA-Sam68-Deletionsmutanten 

mittels Western Blot-Analyse. 

293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für HA-Sam68 und pcDNA3.1(+) (Spur 1) bzw. Rev-Strep (Spur 2) 

und für die HA-Sam68-Deletionsmutanten und Rev-Strep (Spuren 3-10) transfiziert und nach 48 h lysiert. Die 

Expression wurde mit einem α-Strep-Antikörper für Rev-Strep und einem α-HA-Antikörper für HA-Sam68 oder 

HA-Sam68-Deletionsmutanten analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von β-Actin.  

b) Nachweis der in vivo-Interaktion zwischen Rev-Strep und HA-Sam68 bzw. HA-Sam68-Deletionsmutanten 

mittels Co-Immunopräzipitation und anschliessender Western Blot-Analyse. 

ProteinA-Sepharose-Beads wurden mit 2 µg eines α-HA-spezifischen oder α-Strep-spezifischen Antikörpers 

inkubiert und anschliessend mit Zelllysaten (500 µg) aus transfizierten 293T-Zellen versetzt. Gebundenes Rev-

Strep bzw. HA-Sam68 oder gebundene HA-Sam68-Deletionsmutanten wurden nach Co-Immunopräzipitation 

und anschliessender Western Blot-Analyse mit entsprechenden Antikörpern detektiert.  

 

Die Analyse der Rev-Bindestelle in Sam68 erfolgte in einer Co-Immunopräzipitation (Co-IP) 

(6.3.7). Hierzu wurden hergestellte Zelllysate jeweils mit einem α-HA- oder α-Strep-

spezifischen Antikörper, der vorher an ProteinA-Sepharose-Beads gebunden wurde, 

inkubiert. Eine Interaktion konnte in einer nachfolgenden Western Blot-Analyse 

nachgewiesen werden. Die Mutanten HA-Sam68∆330-443, HA-Sam68∆321-410 und HA-

Sam68∆321-443 (Abb. 3.11b, Spuren 4, 6-7) konnten Rev-Strep aufgrund ihrer deletierten 

Regionen nicht binden. Die Deletion der neun Aminosäuren (HA-Sam68∆321-330), welche 

den Daten aus der Literatur zufolge eventuell in die Rev-Bindung involviert ist, führte zu 

keinem Interaktionsverlust (Abb. 3.11b, Spur 5). Ebenfalls zeigte HA-Sam68∆410-443 noch 

eine intakte Rev-Interaktion (Abb. 3.11b, Spur 9). Führt man diese Erkenntisse zusammen, so 

ist der Rev-Bindebereich in Sam68 auf die Region AS 330-410 einzugrenzen. Dies bestätigte 

sich auch durch die Mutanten HA-Sam68∆330-410 bzw. HA-Sam80 (Abb. 3.11b, Spuren 8 

und 13). Die Kontrollen IgG (Abb. 3.11b, Spur 1), AK (Abb. 3.11b, Spur 11) und unbeladene 

ProteinA-Sepharose-Beads (Abb. 3.11b, Spur 12) zeigten keine Signale im Western Blot 
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(Erklärung in 3.1.2). Die beiden Positivkontrollen HA-Sam68 bzw. HA-Sam68-Rev-Strep und 

Rev-Strep (Abb. 3.11b, Spuren 3 und 10) wiesen auf eine bestehende Interaktion hin. HA-

Sam68 ohne Rev-Strep (Abb. 3.11b, Spur 2) wurde als Negativkontrolle in der Co-

Immunopräzipitation verwendet.  

Die Rev-Bindestelle, ein linearer Bereich von 80 Aminosäuren im C-Terminus von Sam68, 

sollte noch weiter eingegrenzt werden. Dadurch kann besser beurteilt werden, welche 

Aminosäuren in Sam68 an der Rev-Interaktion beteiligt sind und diese können gezielt einer 

randomisierten Mutagenese zur Selektion von Bindern mit einem höher affinen 

Interaktionsbereich unterzogen werden. Aus diesem Grund wurde die Region auf die 

Peptide R1 (AS 330-368, Prolin-reich) und R2 (AS 364-410, Tyrosin-reich) aufgeteilt und in 

einer weiteren Co-Immunopräzipitation (6.3.7) auf die Rev-Bindung untersucht. Hierfür 

wurden die Konstrukte SamR1 und SamR2 N-terminal mit dem größeren CFP (28 kDa) 

fusioniert (6.2.2.2), das die Detektion im Western Blot erleichtern sollte. CFP-Sam68 (6.2.2.2) 

wurde als Positivkontrolle verwendet. Alle drei Konstrukte wurden mit Rev-Strep in 293T-

Zellen co-transfiziert und die Expression in den hergestellten Zelllysaten nach 48 h im 

Western Blot überprüft (Abb. 3.12a, Spuren 2-4). Zusätzliche Banden weisen auf 

Abbauprodukte bei CFP-Sam68 und CFP-SamR1 hin. CFP-Sam68 wurde als 

Negativkontrolle ohne Rev-Strep transfiziert (Abb. 3.12a, Spur 1).  

a) 

Rev-Strep + + +

Strep

-Actin

CFP

35 kDa

25 kDa

100 kDa

35 kDa

55 kDa

15 kDa

 

b) 

Rev-Strep + + +

IP: CFP

WB: Strep

IP: Strep

WB: CFP

15 kDa

55 kDa

25 kDa

35 kDa

100 kDa
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Abb. 3.12: Weitere Eingrenzung der Rev-Bindestelle in vivo. 

a) Expressionsnachweis des exprimierten Rev-Strep, des CFP-Sam68 bzw. der Peptide CFP-SamR1 und CFP-

SamR2 mittels Western Blot-Analyse. 

293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für CFP-Sam68 und pcDNA3.1(+) (Spur 1) bzw. Rev-Strep 

(Spur 2) und für die Peptide CFP-SamR1 bzw. CFP-SamR2 und Rev-Strep (Spuren 3-4) transfiziert und nach 48 h 

lysiert. Die Expression wurde mit einem α-Strep-Antikörper für Rev-Strep und einem α-CFP-Antikörper für CFP-

Sam68 oder CFP-SamR1 bzw. CFP-SamR2 anaylsiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von β-Actin.  

b) Nachweis der in vivo-Interaktion zwischen Rev-Strep und CFP-Sam68 bzw. CFP-SamR1 und CFP-SamR2 
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mittels Co-Immunopräzipitation und anschliessender Western Blot-Analyse. 

ProteinA-Sepharose-Beads wurden mit 2 µg eines α-CFP-spezifischen oder α-Strep-spezifischen Antikörpers 

inkubiert und anschliessend mit Zelllysaten (500 µg) von transfizierten 293T-Zellen versetzt. Gebundenes Rev-

Strep bzw. CFP-Sam68 oder gebundene Peptide CFP-SamR1 oder CFP-SamR2 wurden nach Co-

Immunopräzipitation und anschliessender Western Blot-Analyse mit entsprechenden Antikörpern detektiert. 

 

Die weitere Analyse der 80 Aminosäuren ergab, dass die Region AS 364-410 (CFP-SamR2) 

für die Rev-Interaktion hinreichend ist (Abb. 3.12b, Spur 5). CFP-SamR1 hingegen ist nicht in 

die Rev-Bindung involviert (Abb. 3.12b, Spur 4). Das Wildtypprotein CFP-Sam68 interagierte 

mit Rev-Strep (Abb. 3.12b, Spur 3). Die Doppelbande bei ~25 kDa zeigte teilweise eine 

Erkennung der leichten Antikörperketten (Abb. 3.12b). Desweiteren wurde die schwere 

Antikörperkette, zusammen mit der unbeladenen ProteinA-Sepharose bei ~55 kDa detektiert 

(Abb. 3.12b). Beide korrelieren aber nicht mit der Detektion von Rev-Strep bzw. CFP-Sam68 

und CFP-SamR2. Eine unspezifische Bindung oder Kreuzreaktion der Antikörper wurde mit 

den Kontrollen IgG und AK ausgeschlossen (Abb. 3.12b, Spuren 1 und 6).  

3.2.3 FRET-Analyse zur Untersuchung der Rev/Sam68-Interaktion in vivo 

Wie bereits im Kapitel 3.1.4.1 beschrieben, eignet sich die FRET-FACS-Analyse (6.5.3) zur 

Untersuchung von Proteininteraktionen in vivo. Daher sollte die Interaktion zwischen Rev 

und dem linearen Motiv Sam80 bzw. SamR2, als auch dem Wildtypprotein Sam68 im FRET-

System nochmals bestätigt werden. Dazu wurden die Sam68 Konstrukte N-terminal an YFP 

fusioniert (6.2.2.2) und mit den Expressionsplasmiden für Rev-CFP bzw. CFP und UTR-

wtgag-RRE, zur Kontrolle, um ein falsch-positives FRET-Signal bedingt durch CFP oder 

UTR-wtgag-RRE auszuschliessen, in 293T-Zellen co-transfiziert und 48 h später im FACS 

analysiert. Für eine detaillierte Beschreibung der FRET-FACS-Auswertung und Darstellung 

repräsentativ ausgewählter Diagramme sei auf das Kapitel 3.1.4.1 verwiesen.  

Die Positivkontrolle CFP-YFP (optimaler Energietransfer) hatte, wie erwartet, das stärkste 

FRET-positive Signal (Abb.3.13, Balken 5). Die Kontrolle Rev-CFP + YFP + UTR-wtgag-RRE 

(Abb. 3.13, Balken 10) ergab 0.7 % positive Zellen in der Region R3 (positiver FRET-Effekt). 

Daher wurden alle Werte, die unter 0.7 % lagen, als negatives FRET-Signal interpretiert 

(Abb. 3.6, Balken 1-4: pcDNA3.1, CFP, YFP, CFP + YFP). Ein statistisch signifikantes FRET-

positives Signal lieferten die Positivkontrolle Rev-YFP + Rev-CFP + UTR-wtgag-RRE (Abb. 

3.13, Balken 6) und das Peptid YFP-SamR2 + Rev-CFP + UTR-wtgag-RRE (Abb. 3.13, Balken 

7). Die FRET-Analyse der Rev-Interaktionsbereiche in YFP-Sam80 und YFP-Sam68 zeigte 

einen mit < 0.2 % FRET-positiver Zellen verminderten FRET-Effekt (Abb. 3.13, Balken 8 und 
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9). Möglicherweise führte die Erweiterung der Interaktionsregion während des FRET-Effekts 

zu sterischen Hinderungen bei der Energieübertragung von CFP auf YFP. Insgesamt stützen 

die FRET-Daten die Ergebnisse der Co-Immunopräzipitation, in welcher der Rev-

Bindebereich in Sam68 auf die Region AS 364-410 eingegrenzt werden konnte. 
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Abb. 3.13 Nachweis der Rev/Sam68-Interaktion mittels FRET-Analyse. 

293T-Zellen wurden mit Konstrukten für die angegebenen Fusionsproteine und pcUTR-wtgag-RRE co-

transfiziert und 48 h später bei Anregung mit dem 405 nm-Laser im FACS analysiert. Negativkontrollen: 

pcDNA3.1(+), CFP, YFP, CFP + YFP; Positivkontrolle: CFP-YFP. Gezeigt ist der Mittelwert von drei unabhängigen 

Experimenten  ± Standardfehler. Das FRET-Signal von Wildtyp Rev (Rev-CFP + Rev-YFP + UTR-wtgag-RRE) und 

von YFP-SamR2 (YFP-SamR2 + Rev-CFP + UTR-wtgag-RRE) ist mit *p<0.0001 statistisch signifikant (t-Test) 

gegenüber dem Hintergrundlevel (CFP + YFP, YFP + Rev-CFP + UTR-wtgag-RRE, Rev-YFP + CFP + UTR-wtgag-

RRE, YFP-SamR2 + CFP + UTR-wtgag-RRE). 

 

3.2.4 Pull down-Assay zur Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vitro 

Das Volllängeprotein Sam68 zeigte eine schlechte Expression in Bakterien und wurde 

teilweise degradiert. Auch die Verwendung eines Sam68-Konstrukts mit für E. coli 

optimierter Codon-usage verbesserte die Ausbeute und Reinheit des Proteins nicht 

(persönliche Mitteilung von Dr. Benedikt Asbach). Daher wurden in vitro-

Interaktionsanalysen lediglich mit den stark verkürzten Proteinen Sam80, SamR1 und 

SamR2 durchgeführt. Diese wurden in das pGEX-KG Expressionsplasmid kloniert (6.2.2.1), 

in E.coli exprimiert (6.3.1) und über die Affinitätsmatrix Glutathion-Sepharose aufgereinigt 

(6.3.2.1). Abbildung 3.14 zeigt für GST-SamR2 exemplarisch alle Expressions- und 

Aufreinigungsschritte, welche in einer SDS-PAGE und anschliessender Coomassie-Färbung 

analysiert wurden. Für den Pull down-Assay wurde die dritte Elutionsfraktion (Abb. 3.14, 
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Spur 8), die das reinste Protein im Vergleich zu den Fraktionen 1 und 2 (Abb. 3.14, Spuren 6 

und 7) enthielt, verwendet. Neben SamR2 waren auch trunkierte, eventuell degradierte 

Proteine als Verunreinigung enthalten.  

55kDa

35kDa

25kDa

75kDa

GST-SamR2

Aufreinigung über GST-tag  

Abb. 3.14: Aufreinigungsschritte des exprimierten Fusionsproteins GST-SamR2 (33 kDa). 

Während der Expressions- und Aufreinigungsprozedur wurden stets Aliquots zur Kontrolle der einzelnen 

Schritte entnommen, über eine SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine mittels Coomassie-Färbung sichtbar 

gemacht. Für die Expressions- und Interaktionsanalyse wurde die Elutionsfraktion 3 (rot markiert) herangezogen.  

 

Die Expression aller aufgereinigten Fusionsproteine wurde im Western Blot mit einem α-

GST-spezifischen Antikörper (5.8) verifiziert. Dabei wurden neben den Volllänge-Proteinen 

teilweise auch die Abbauprodukte erkannt (Abb. 3.15a). 

a) 

37kDa

25kDa
GST

 

b) 

Strep

25 kDa

15 kDa

 
 

Abb. 3.15: Analyse der Rev/Sam68-Interaktion in vitro. 

a) Expressionsnachweis der aufgereinigten Proteine. 

60 µg Gesamtprotein wurden pro Spur geladen und mit einem α-GST-Antikörper mittels einer Western Blot-

Analyse detektiert.  

b) Nachweis der in vitro-Interaktion zwischen Rev-Strep und den GST-fusionierten Peptiden von Sam68 

mittels Pull down-Assay und anschliessender Western Blot-Analyse. 

Die aufgereinigten Proteine (60 µg) wurden an magnetische Beads gebunden und mit 2.5 mg Zelllysat aus 

transfizierten 293T-Zellen inkubiert. Zelllysat aus transfizierten 293T-Zellen diente als Kontrolle der Expression 

von Rev-Strep. Gebundenes Protein wurde in einer Western Blot-Analyse mit einem α-Strep-Antikörper (5.8) 

detektiert. 

 

Der Rev-Bindebereich sollte in vitro im Pull down-Assay verifiziert werden (6.3.6). Hierfür 

wurden die aufgereinigten Proteine GST-Sam80, GST-SamR1 und GST-SamR2 an 

magnetische Beads gekoppelt und durch Inkubation mit Zelllysat von 293T-Zellen, die mit 
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einem Expressionsplasmid für Rev-Strep transfiziert worden waren (Abb. 3.15b, Spur 1), auf 

die Interaktion mit Rev untersucht. GST zeigte als Negativkontrolle keine Interaktion mit 

Rev-Strep (Abb. 3.15b, Spur 2). GST-Sam80 und GST-SamR2 (Abb. 3.15b, Spuren 3 und 5) 

bestätigten die Bindung an Rev-Strep und somit die in vivo-Daten, wohingegen GST-SamR1 

keine Interaktion aufwies (Abb. 3.15b, Spur 4).  

3.2.5 Funktionelle Charakterisierung der Sam68-Deletionsmutanten 

Eine funktionelle Charakterisierung der Sam68-Deletionsmutanten (insbesondere die 

Deletion der Rev-Bindestelle) könnte Hinweise auf die Bedeutung der Rev/Sam68-

Interaktion bei der HIV-1-Replikation liefern. Deswegen sollte zunächst der Einfluss auf den 

Export RRE-haltiger RNA in einem subgenomischen Reportersystem untersucht werden 

(3.2.5.1). Da dieses System auf einen Schritt der viralen Replikation reduziert ist, muss der 

Einfluss im proviralen Kontext durch Co-Expression des Provirus und der Sam68 Konstrukte 

betrachtet werden (3.2.5.2). Ob die Sam68-Mutanten während der HIV-Replikation 

überhaupt funktionell sind, kann mit einem Kompetitions-Assay analysiert werden (3.2.5.3). 

Hier wird der transdominant negative Effekt der Sam68∆C-Mutante ausgenutzt, um die 

Virusproduktion zu verringern. Eine gleichzeitige Co-Expression der Sam68-Mutanten zeigt, 

ob diese fähig sind den Effekt zu komplementieren. 

3.2.5.1 Einfluss auf den Export RRE-haltiger RNA 

Zur Untersuchung des Rev-abhängigen RNA-Exports wurde in der Arbeitsgruppe ein 

subgenomisches Reportersystem auf der Basis des HIV-1 gag-Gens entwickelt. Die Sequenz 

von gag wurde zusammen mit der 5‘ untranslatierten Region UTR, die den effizient 

genutzten Spleißdonor D1 des HIV-1 Genoms enthält, in einen eukaryotischen 

Expressionsvektor eingebracht. An das 3‘-Ende von gag wurden das RRE und ein schwacher 

Spleißakzeptor A7 - beide stammen aus der Region des env-Leserahmens - angefügt. In 

Säugerzellen wird das Gag-Protein in Abhängigkeit von Rev exprimiert 215. Dieses System 

eignet sich daher auch, um den Einfluss von zellulären Proteinen wie Sam68 auf den Export 

RRE-haltiger RNA zu analysieren. Haben die Sam68-Mutanten einen negativen oder 

inhibierenden Effekt auf den Export, so würde das in einer Abnahme der Gag-Expression 

resultieren.  
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293T-Zellen wurden mit Konstrukten für UTR-wtgag-RRE, Rev-Strep und den in 3.2.1 

vorgestellten an ein HA-tag fusionierten Sam68-Mutanten, sowie dem Wildtyp HA-Sam68 

transfiziert. Nach 48 h wurde die Gag-Expression in den Zellüberständen mit einem p24-

ELISA (6.3.8) quantifiziert.  

Wie erwartet, erreichte die Gag-Expression in Anwesenheit von Rev-Strep ihren höchsten 

Wert (Abb. 3.16, Balken 2). Wurde zusätzlich HA-Sam68 überexprimiert, so führte dies zu 

einer um das 2.4-fache geringeren Gag-Expression (Abb. 3.16, Balken 3, Vergleich mit Balken 

2). Diese Tendenz wurde auch während der Analyse der Rev-Deletionsmutanten im quasi-

lentiviralen GFP-Reportersystem beobachtet (3.1.4.2). Die Deletion der 

Kernlokalisationssequenz NLS bei den Mutanten HA-Sam68∆330-443 und HA-Sam68∆410-

443 schien die Expression von Gag stark zu unterdrücken (Abb. 3.16, Balken 4 und 9). Die 

Mutanten HA-Sam68∆321-330, HA-Sam68∆321-410 und HA-Sam68∆330-410 (Abb. 3.16, 

Balken 5, 6 und 8) zeigten im Vergleich zur Überexpression des Wildtyps HA-Sam68 

ebenfalls eine gesenkte Gag-Expression, aber nicht in dem Ausmass wie die NLS-deletierten 

Mutanten. HA-Sam68∆321-443, ebenfalls ohne NLS, unterscheidet sich von HA-Sam68∆330-

443 nur durch eine Deletion von zusätzlichen 9 Aminosäuren. Im Bezug auf den Export der 

gag-RNA schien sie aber im Vergleich zu den anderen NLS-deletierten Mutanten keinen 

negativen Einfluss zu nehmen (Abb. 3.16, Balken 7). Vielmehr revidierte sie den 

transdominant negativen Phänotyp der NLS-deletierten Sam68-Mutanten. Es lässt dich 
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Abb. 3.16: Funktionelle Analyse der Sam68-Mutanten mit einem subgenomischen, zellulären Reporterassay. 

293T-Zellen wurden mit Konstrukten für Rev-Strep oder einem Kontrollplasmid pcDNA3.1(+), UTR-wtgag-RRE 

und HA-Sam68 bzw. für die HA-Sam68-Deletionsmutanten im Verhältnis 1:10:16 co-transfiziert und 48 h später 

im p24-ELISA auf die Expression von Gag in den Kulturüberständen analysiert. Die Fehlerbalken repräsentieren 

die Standardabweichung von zwei unabhängigen Experimenten.  
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daher schlussfolgern, dass die Präsenz dieser 9 Aminosäuren (321-330) wichtig ist für den 

transdominant negativen Phänotyp.  

3.2.5.2 Einfluss auf die HIV-Replikation 

Der Einfluss der Sam68-Deletionsmutanten auf die HIV-Replikation wurde in einem HIV-

Replikations-Assay (6.5.5) untersucht. Hierfür wurde provirale DNA (pNL4.3, 5.5) mit den 

Expressionsplasmiden für HA-Sam68 oder für die HA-Sam68-Deletionsmutanten in 293T-

Zellen co-transfiziert und nach 48 h der Gehalt an Viruspartikeln (Gag-Expression) im p24-

ELISA (6.3.8) analysiert. Die Expression der HA-Sam68 Konstrukte wurde in einer Western 

Blot-Analyse mit einem α-HA-spezifischen Antikörper (5.8) nachgewiesen.  
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Abb. 3.17: Funktionelle Analyse der Sam68-Mutanten mit einem HIV-Replikations-Assay. 

293T-Zellen wurden mit pcDNA3.1(+) und/oder pNL4-3 und den HA-Sam68 DNA-Konstrukten für den Wildtyp 

bzw. die verschiedenen Sam68-Deletionsmutanten im Verhältnis 1:16 co-transfiziert. 48 h nach Transfektion 

wurde die Gag-Expression (Virusgehalt) in den Kulturüberständen in einem p24-ELISA vermessen. Die 

Fehlerbalken repräsentieren die Standabweichung aus drei unabhängigen Experimenten. Die Expression der HA-

Sam68 Konstrukte wurde in den Zelllysaten mittels Western Blot-Analyse mit einem α-HA-spezifischen 

Antikörper (5.8) detektiert. β-Actin wurde als Ladekontrolle verwendet.  

 

Die Produktion des reinen Provirus resultierte in einer p24-Menge von ~40 ng/ml (Abb. 3.17, 

Balken 2). Wurde HA-Sam68 überexprimiert, so erhöhte sich die Gag-Expression um das 7.5-

fache (Abb. 3.17, Balken 3). Die Expression der NLS-Deletionsmutanten HA-Sam68∆330-443 

und HA-Sam68∆410-443 hemmte die virale Replikation soweit, dass keine Gag-Expression 

nachweisbar war (Abb. 3.17, Balken 4 und 9). Die Expression der Mutanten HA-Sam68∆321-

330, HA-Sam68∆321-410 und HA-Sam68∆330-410 zeigte im Vergleich zu überexprimierten 
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HA-Sam68 eine deutliche Reduktion der Virusproduktion (Abb. 3.17, Balken 5, 6 und 8). 

Betrachtet man den Einfluss dieser Mutanten auf die virale Replikation, so war diese um das 

~1.7-fache erniedrigt im Vergleich zum Ansatz mit Provirus ohne Deletionsmutanten (Abb. 

3.17, Vergleich Balken 2 mit Balken 5, 6, 8). Wie im gag-Reportersystem (3.2.5.1) schien die 

zusätzliche Deletion der 9 Aminosäuren (321-330) in der HA-Sam68∆321-443 Mutante den 

transdominant negativen Phänotyp der NLS-deletierten Sam68 Mutanten (vergleiche HA-

Sam68∆330-443 und HA-Sam68∆410-443) auf die Virusreplikation aufzuheben (Abb. 3.17, 

Balken 7).  

3.2.5.3 Funktionalität im Kompetitions-Assay 

Da aus dem HIV-Replikations-Assay (3.2.5.2) nicht hervorgeht, ob die Mutanten Sam68∆321-

330, Sam68∆321-410, Sam68∆321-443 und Sam68∆330-410 im Hinblick auf die HIV-

Replikation funktionell sind und ob das endogen exprimierte Sam68 in diesem Kontext eine 

essentielle Funktion erfüllt, sollten diese Aspekte mit Hilfe des Kompetitions-Assays genauer 

untersucht werden. Hierzu wurde die Virusreplikation durch die Expression einer 

Sam68∆C-Mutante mit einem transdominant negativen Phänotyp herrunterreguliert. Die Co-

Expression von Sam68 bzw. den Sam68-Deletionsmutanten sollte zeigen, inwiefern diese 

fähig sind, den dominant-negativen Effekt auf die Virusreplikation zu komplementieren.  

Zur Analyse wurden 293T-Zellen mit dem Provirus pNL4-3, dem Expressionsplasmid für 

die Sam68∆C-Mutante HA-Sam68∆330-443 und den verschiedenen HA-Sam68-

Deletionsmutanten sowie dem Wildtyp-Konstrukt HA-Sam68 im Verhältnis 1:8:8 co-

transfiziert und nach 48 h der Zellüberstand im p24-ELISA (6.3.8) quantifiziert.  

Die Expression von HA-Sam68∆330-443 führte erwartungsgemäß zu einer drastischen 

Abnahme der Virusproduktion im Vergleich zu den Ansätzen mit dem Provirus bzw. dem 

Provirus und der HA-Sam68 Überexpression (Abb. 3.18, Vergleich Balken 4 mit 2 bzw. 3). 

Die Co-Expression von HA-Sam68 und HA-Sam68∆321-330 in den HA-Sam68∆330-443-

behandelten Zellen resultierte in einer signifikanten Steigerung der Gag-Expression (Abb. 

3.18, Balken 5 und 6). Interessanterweise konnten die Sam68 Mutanten mit Deletion des Rev-

Bindebereichs (HA-Sam68∆321-410, HA-Sam68∆321-443, HA-Sam68∆330-410) die 

Virusproduktion nicht wiederherstellen (Abb. 3.18, Balken 7-9). Dies spricht für eine 

essentielle Rolle der direkten Interaktion von Rev und Sam68 während der viralen 

Replikation (Diskussion in 4.2.4).  
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Abb. 3.18: Funktionelle Analyse der Sam68-Mutanten in einem HIV-Kompetitions-Assay. 

293T-Zellen wurden mit DNA-Konstrukten für pcDNA3.1(+) (Negativkotrolle), pcDNA3.1(+) und pNL4-3, sowie 

HA-Sam68 und pNL4-3 co-transfiziert. Desweiteren wurden die DNA-Konstrukte für pNL4-3, HA-Sam68∆330-

443 und pcDNA3.1(+)/HA-Sam68 oder für die verschiedenen HA-Sam68-Deletionsmutanten im Verhältnis 1:8:8 

(pNL4-3 : Sam68∆330-443 : Sam68 WT/Mutante) co-transfiziert. 48 h nach Transfektion wurde die Gag-Expression 

(Virusgehalt) in den Kulturüberständen in einem p24-ELISA vermessen. Die Fehlerbalken repräsentieren die 

Standabweichung aus drei unabhängigen Experimenten. Die Wiederherstellung der viralen Replikation durch 

HA-Sam68 bzw. HA-Sam68∆321-330 ist statistisch signifikant (*p<0.02, t-Test). Die Expression der HA-Sam68 

Konstrukte wurde in den Zelllysaten mittels Western Blot-Analyse mit einem α-HA-spezifischen Antikörper (5.8) 

detektiert. β-Actin diente als Ladekontrolle.  

3.2.6 Subzelluläre Lokalisation der Sam68-Deletionsmutanten 

Es ist bekannt, dass die Deletion des Kernlokalisationssignals NLS in Sam68 zu einer 

Veränderung der zellulären Lokalisation vom Zellkern ins Cytoplasma führt (1.4.2). 

Desweiteren könnten auch andere Deletionen, die in die Sam68-Mutanten eingebracht 

worden sind, die Verteilung der Proteine innerhalb der Zelle verändern. Deswegen sollten 

alle Sam68 Konstrukte in fluoreszenmikroskopischen Aufnahmen analysiert werden. Hierfür 

wurden diese in das Expressionsplasmid pEYFP-C1 (5.5) kloniert, so dass die Proteine N-

terminal mit dem YFP-tag fusioniert waren (5.6, 6.2.2.2). 293T-Zellen, welche zuvor auf 

Deckgläschen ausgesät worden waren, wurden mit den entsprechenden Konstrukten und 

zur Kontrolle mit pEYFP-C1 transfiziert und 48 h danach fluoreszenzmikroskopisch 

untersucht (Abb. 3.19) (6.5.4). Die Emission von YFP konnte nach Anregung im FITC-Filter 

(grün) fotografiert werden. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (blau) und ermöglichten 
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bei Überlagerung beider Aufnahmen die Unterscheidung der Lokalisation zwischen dem 

Zellkern und dem Cytoplasma.  

pcDNA3.1 YFP YFP-Sam68

YFP-Sam68∆330-443 YFP-Sam68∆321-330 YFP-Sam68∆321-410

YFP-Sam68∆321-443

YFP-SamR1 YFP-SamR2

YFP-Sam68∆410-443YFP-Sam68∆330-410

DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge

DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge

DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge

DAPI      YFP                 merge DAPI      YFP                 merge

YFP-Sam80

DAPI      YFP                  merge

 
 

Abb. 3.19: Subzelluläre Lokalisation von YFP-Sam68 und den YFP-Sam68-Deletionsmutanten. 

293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für die angegebenen YFP-Fusionsproteine bzw. den Kontrollen 

pcDNA3.1(+) bzw. pEYFP-C1 auf Deckgläschen transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen auf den Deckgläschen 

fixiert, DAPI-gefärbt und eingedeckt. Repräsentative Zellen wurden bei entsprechender Anregung im DAPI- und 

im FITC-Filter bei 630-facher Vergrösserung fotografiert. Gezeigt sind jeweils die Fluoreszenzen von DAPI und 

YFP sowie die Überlagerung beider Bilder. 

 

YFP war, wie erwartet, innerhalb der Zelle gleichmäßig verteilt. Zellen, die mit dem 

Leervektor pcDNA3.1(+) transfiziert worden waren, zeigten keinerlei YFP-Fluoreszenz im 

FITC-Filter. Sam68 Mutanten (YFP-Sam68∆330-443, YFP-Sam68∆321-443 und YFP-

Sam68∆410-443), denen unter anderem das Kernlokalisationssignal NLS entfernt wurde, 

waren, wie in Abbildung 3.19 ersichtlich, aus dem Zellkern ausgeschlossen. Der Wildtyp 

YFP-Sam68 befand sich erwartungsgemäss im Zellkern, wie die Überlagerung mit dem 

DAPI-Bild zeigt. YFP-Sam68∆321-330, YFP-Sam68∆321-410 und YFP-Sam68∆330-410 zeigten 

trotz ihrer Deletionen das gleiche nucleäre Lokalisationsmuster wie YFP-Sam68. Die 

Mutanten YFP-Sam80 (37 kDa), YFP-SamR1 (32 kDa) und YFP-SamR2 (33 kDa) wiesen 

aufgrund ihres geringen Molekulargewichts, welches ihnen eine freie Diffusion durch die 

Kernporen ermöglicht, eine gleichmäßige Verteilung in der Zelle auf. 
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3.3 Gerichtete Evolution hochaffiner Sam68-Liganden 

Um zu beantworten, ob ein therapeutischer Eingriff in den HIV-Krankheitsverlauf auf der 

Rev/Sam68-Ebene überhaupt möglich ist, sollten gezielt transdominante Inhibitoren 

entwickelt werden, welche die Rev/Sam68-Interaktion beeinflussen. Hierfür war die Analyse 

der an der Interaktion beteiligten Domänen beider Proteine unerlässlich. Die Sam68-

Bindestelle in Rev wurde auf ein strukturelles Motiv aus den Regionen AS 18-24, AS 54-60 

und AS 64-116 eingegrenzt. Der Rev-Bindebereich in Sam68 hingegen auf ein lineares Motiv 

(SamR2 Aminosäuren 364-410). Da es wesentlich erfolgsversprechender ist, eine lineare 

Region zu randomisieren, und die Immunogenität gegenüber einem zellulären Protein im 

Vergleich zu einem viralen Protein sehr unwahrscheinlich ist, wurde entschieden die Region 

AS 364-410 in Sam68 einer gerichteten Evolution zur Entwicklung hochaffiner Sam68-

Liganden zu unterziehen.  

3.3.1 Herstellung einer SamR2-Bibliothek 

Die Selektion hochaffiner Sam68-Liganden setzt die Generierung einer Varianten-Bibliothek 

voraus. Je nach vorliegenden Informationen bezüglich der zu evolvierenden Region eines 

Proteins gibt es zahlreiche Mutationsstrategien zur Herstellung einer Bibliothek. Da im 

SamR2-Peptid nicht genau bekannt war, welche Aminosäuren gezielt zur Rev-Interaktion 

beitragen bzw. für diese wichtig sind, wurde hier eine zufällige Mutagenese durchgeführt. 

Hierfür wurden degenerierte Oligonucleotide bestellt (Ella Biotech GmbH, Martinsried), die 

nach dem „dirty bottle approach‚ generiert wurden. Während der Herstellung dieser 

degenerierten Oligonucleotide liegt bei jedem Syntheseschritt für jede Nucleotidposition 

überwiegend die Wildtyp-Base, jedoch auch eine Mischung der anderen drei Nucleotide vor. 

Unter Berücksichtigung der Länge des zu randomisierenden Bereichs und der Anzahl der 

Mutationen ergibt sich ein bestimmtes Mischungsverhältnis für die Nucleotide und daraus 

die Wahrscheinlichkeit für die Mutation. Im konkreten Fall wurde zur Mutagenese des 47-

Aminosäuren langen SamR2-Peptids eine Mutationsrate von vier Aminosäuren-

Substitutionen pro Konstrukt angestrebt. Mit einem von der Firma Geneart speziell für die 

Genoptimierung entwickelten Programm wurde das optimale Mischungsverhältnis für die 

Zusammensetzung der degenerierten Oligonucleotide errechnet. Somit sollten während der 

Oligonucleotidsynthese für das SamR2-Peptid bei 95.2 % der Moleküle das Wildtyp-

Nucleotid und bei 4.8 % der Moleküle eine der drei anderen Nucleotide eingebaut werden, 
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was in einer theoretischen Bibliothekgrösse von 1.4x1062 möglichen Varianten resultierte. Die 

Prozentsätze können zwar variabel verändert werden, wobei darauf zu achten war, dass die 

Mutationsrate nicht zu hoch ausfiel. Mit diesem Ansatz sollten im Schnitt vier Aminosäuren 

pro Konstrukt substituiert werden.  

SamR2

SamR2

SamR2 lib fwd

SamR2 lib rev

Primerannealing

SamR2-Bibliothek

pSEX-SamR2 lib fwd pSEX-SamR2 lib rev

Amplifikation

SamR2-BibliothekNcoI NotI

SamR2-BibliothekNcoI NotI

SamR2-BibliothekNcoI NotI

Ligation

SamR2

pSEX-
SamR2lib

 
 

Abb. 3.20: Generierung der SamR2-Bibliothek. Zur Erläuterung der einzelnen Schritte siehe Text. 

 

In Abbildung 3.20 ist die Generierung der SamR2-Bibliothek schematisch dargestellt. 

Zunächst wurden die degenerierten Oligonucleotide SamR2 lib fwd und SamR2 lib rev (5.6), 

welche jeweils mit einem komplementären Überhang konstruiert worden waren, über eine 

Primeranneling-Reaktion (6.2.4) fusioniert. Anschliessend wurde das Produkt mit den 

Oligonucleotiden pSEX-SamR2 lib fwd und pSEX-SamR2 lib rev (5.6) in einer PCR 

amplifiziert. Gleichzeitig wurden über diese Oligonucleotide die Schnittstellen NcoI und NotI 

in die SamR2-Sequenz eingebracht. Das PCR-Produkt wurde im nächsten Schritt für ein 

monovalentes Display (1.5.2) in das Phagemid pSEX81 (5.5) ligiert (6.2.6.2) und in den E.coli 

K12-Stamm TG1, welcher speziell für die Vermehrung von Bakteriophagen entwickelt 

wurde, elektroporiert (6.2.6.4). Die Ansätze, sowie zusätzliche Verdünnungsreihen zur 

Bestimmung der Transformationseffizienz, wurden auf SOBAG-Platten ausgestrichen. Am 

nächsten Tag wurden die Kolonien zur Produktion des Phagenüberstands herangezogen. 

Durch Auszählen der Klone der Verdünnungsreihen wurde die Größe der Bibiliothek 

ermittelt. Nach Optimierung der einzelnen Schritte konnte eine tatsächliche Bibliothekgröße 

von 1.26x107 Varianten erreicht werden.  



Ergebnisse 

57 

Im Anschluss wurden die Kolonien mit YT-AG-Medium abgespült und wie in 6.4.2 

beschrieben unter Einsatz des Helferphagen M13K07 oder des Hyperphagen ein 

Phagenüberstand hergestellt. Die Produktionszeit wurde auf 5 h begrenzt, um zu 

verhindern, dass einzelne Phagenvarianten überproportional stark repräsentiert werden. Für 

den Phagenüberstand, welcher mit dem M13K07-Helferphagen hergestellt worden ist, 

wurde nach der Titerbestimmung (6.4.3) ein Wert von 6.9x1011 cfu/ml bestimmt. Die Titration 

des mit dem Hyperphagen produzierten Phagenüberstands ergab einen Wert von 

1.2x1011 cfu/ml. 

3.3.2 Qualitätskontrolle der Bibliothek 

Zur Qualitätssicherung der hergestellten SamR2-Bibliothek wurden von den Platten zur 

Transformationseffizienzbestimmung 28 Phagemide aus Einzelklonen isoliert und die 

randomisierte SamR2-Region sequenziert.  
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Abb. 3.21: Graphische Darstellung der Verteilung der Substitutionen im Bezug auf den prozentualen Anteil 

der SamR2-Bibliothek. 

 

In Abbildung 3.21 ist die Anzahl der Aminosäuren-Substitutionen pro Konstrukt gegen den 

prozentualen Anteil in der Bibliothek aufgetragen. Dabei ist klar erkennbar, dass die 

Bibliothek das erwartete und errechnete Mittel von vier Substitutionen pro Konstrukt 

erfüllte.  

Die weitere Analyse ergab, dass im Schnitt von den 28 sequenzierten Klonen 43 % 

unterschiedliche Sequenzen aufwiesen und 32 % der 28 Klone ein vorzeitiges Stopp-Codon 

enthielten. Bei den restlichen 25 % wurde ein Leserastersprung, der zur Veränderung des 

Leserahmens führte, diagnostiziert oder sie waren nicht lessbar. Zwar war die Diversität der 

Bibliothek nicht optimal, da aber zu 43 % unterschiedliche Sequenzen erhalten wurden und 
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die erwartete Substitutionsrate von vier Aminosäuren pro Konstrukt bestätigt werden 

konnte, wurde die Bibliothek mit einer effektiven Anzahl von 5.42x106 Varianten dennoch für 

das Bio-Panning eingesetzt.  

Die SamR2-Bibliothek wurde ebenfalls für ein polyvalentes Display (1.5.2) analog zu 3.3.1 in 

das Phagemid pJH (5.5) kloniert. Die Diversität dieser Bibliothek war trotz verschiedener 

Optimierungsschritte (z.B. Inkubation der SOBAG-Platten bei 30°C statt bei 37°C um die 

Wachstumsrate langsam und schnell wachsender Varianten anzugleichen) stets suboptimal 

(Daten nicht gezeigt). Es wurden sehr wenige unterschiedliche Sequenzen erhalten, die 

hauptsächlich mit einer Verschiebung des Leserahmens verbunden waren. Varianten ohne 

Leserastersprung hatten oft ein vorzeitiges Stopp-Codon im Leserahmen. Um zu überprüfen, 

ob die suboptimale Diversität der Bibliothek Vektorabhängig war, wurde das randomisierte 

SamR2 PCR-Produkt in einen weiteren Vektor (StrataClone PCR Cloning Vector, 5.3) kloniert. 

Die Sequenzierung von mehreren Einzelklonen ergab eine deutlich höhere Diversität. Somit 

schien das pJH-Phagemid bzw. die Klonierung der SamR2-Bibliothek in pJH die Diversität 

der Bibliothek negativ zu beeinflussen. Desweiteren wurde der Wildtyp SamR2 in Fusion 

mit dem p8-Oberflächenprotein des Phagen (5.6, 6.2.2.3) nicht korrekt auf der 

Phagenoberfläche abgebildet (Daten nicht gezeigt). Aufgrunddessen wurde ein Bio-Panning 

im polyvalenten Display nicht durchgeführt.  

3.3.3 Bio-Panning zur Selektion hochaffiner SamR2-Liganden  

In Abbildung 3.22 ist der Zyklus eines Bio-Pannings (6.4.5) dargestellt. Ursprünglich wurde 

das Protokoll für dieses Verfahren von K. Saksela entwickelt. Weitere Optimierungen folgten 

in der Arbeitsgruppe Wagner 219-221.  
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Abb. 3.22: Darstellung des Phagen-Display Zyklus. 

Rev wurde als Zielprotein an magnetischen Epoxy-Beads immobilisiert (1) und mit der SamR2-Phagenbibliothek 

(>109 cfu) inkubiert (2). Die Rev-SamR2-Phagen-Komplexe wurden zur Isolation (3) mit einem Magneten fixiert 

und nicht gebundene Phagen durch Waschen entfernt. Die Rev-bindenden Phagen wurden durch pH-Wert-

Erniedrigung eluiert (4) und zur Infektion von E. coli eingesetzt. So wurden die Phagen direkt für eine Folge-

Runde amplifiziert (5) und erneut in den Phagen-Display Zyklus eingesetzt (6).  

 

Im ersten Schritt des Verfahrens wurden 10 µg rekombinant hergestelltes, aufgereinigtes 

GST-Rev bzw. GST kovalent an magnetische Epoxy-Beads gebunden. Der Vorteil von 

magnetischen Beads liegt zum einen in der effizienteren und ungerichteten Bindung 

aufgrund einer größeren und besser zugänglichen Bindungsoberfläche, zum anderen in der 

einfachen und kontaminationsfreien Handhabung im Vergleich zu herkömmlichen Plastik-

Mikroplatten 220,222. Anschliessend wurden diese nach Absättigung unspezifischer 

Bindestellen einerseits mit der SamR2-Phagenbibliothek, welche mit dem Helferphagen 

M13K07 hergestellt worden war, andererseits mit der SamR2-Phagenbibliothek, für die der 

Hyperphage verwendet worden war, inkubiert. Die Isolation der gebundenen Phagen 

erfolgte mit Hilfe eines Magneten, so dass ungebundene Phagen durch Waschen entfernt 

wurden konnten. Durch einen pH-Sprung in den sauren Bereich wurden die gebundenen 

Phagen eluiert und direkt durch Infektion von E.coli TG1-Zellen amplifiziert werden. Die so 

produzierten Phagenüberstände wurden anschliessend in eine weitere Panningrunde 

eingesetzt. Insgesamt konnten auf diese Weise sechs Panningrunden durchgeführt werden. 

Eine Affinitätssteigerung der Phagenüberstände in den einzelnen Runden wurde im Phagen-

ELISA (6.4.6) kontrolliert. Sobald in einer Panningrunde die Affinität höher ausfiel als die 

des Wildtypproteins SamR2 (Positivkontrolle) wurden Einzelklone isoliert und sequenziert.  
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3.3.3.1 Panning mit der SamR2M13K07-Phagenbibliothek 

Die SamR2-Phagenbibliothek, welche mit dem Helferphagen M13K07 produziert wurde, 

bildete Varianten von SamR2 als C-terminale Fusion mit dem Oberflächenprotein p3 des 

Bakteriophagen M13K07. Da der Helferphage zusätzlich noch für das Wildtypprotein p3 

codiert, waren ebenfalls reine p3-Proteine ohne Fusion auf der Phagenoberfläche vertreten. 

Wie bereits erwähnt, sollte eine Affinitätssteigerung in den einzelnen Panningrunden mit 

dem Phagen-ELISA (6.4.6) kontrolliert werden. Hierfür wurden 2 µg des rekombinant 

hergestellten GST-Rev bzw. GST Proteins an der ELISA-Platte gebunden und nach 

Absättigung unspezifischer Bindestellen mit einem Blocking-Reagenz mit den produzierten 

Phagenüberständen aus den Panningrunden I-VI inkubiert. Die Quantifizierung erfolgte mit 

einem spezifischen α-M13-Antikörper (5.8). Wird die Absorption gegen den Phagentiter 

(cfu/ml) aufgetragen, ergibt sich bei halblogarithmischer Auftragung eine sigmoide Kurve 

einer typischen Rezeptor-Ligand-Interaktion in Analogie zur Michaelis-Menten-Kinetik.  

In Abbildung 3.23a sind die Bindungskurven aus den Panningrunden I-VI dargestellt. 

Zusätzlich wurde als Negativkontrolle (Abb. 3.23a, hellblaue Kurve) ein Phagenüberstand 

erstellt, der auf dem Phagemid pSEX∆Ab (6.2.2.3, 5.6) basiert. Das ursprüngliche Phagemid 

pSEX81 (5.5) ist ein Vektor mit einer Expressionskassette für die Präsentation von 

funktionellen scFv-Antikörper-p3 Fusionsproteinen auf der Oberfläche des Bakteriophagen 

M13. pSEX∆Ab wurde speziell hierfür durch die Deletion der für scFv (single chain variable 

fragment)-Fragmente codierenden Region konstruiert, so dass auf der Phagenoberfläche nur 

das p3-Protein abgebildet wurde. Der Phagenüberstand „SamR2‚ (6.2.2.3, 5.6) repräsentiert 

die Bindungsaffinität des Wildtypproteins SamR2 zu GST-Rev (Abb. 3.23a, grüne Kurve). 

Die dunkelblaue Kurve „SamR2-Bibliothek‚ (Abb. 3.23a) präsentiert die Bindung des 

Phagenüberstands, mit dem das Bio-Panning begonnen wurde. Hier wurde zunächst keine 

höhere Affnität erwartet, da in der randomisierten Bibliothek natürlich überwiegend Binder 

vorhanden sind, die eine geringere Affinität haben und somit das Signal unterdrücken. Eine 

Anreicherung hochaffiner Binder in den einzelnen Panningrunden würde in einer vertikalen 

Verschiebung der Bindungskurven, ausgehend von SamR2 nach links, zu geringeren 

Phagentitern resultieren. Dies war aber in keiner Panningrunde der Fall. Um ein 

unspezifisches Signal auszuschliessen, wurde die Bindung der Phagenüberstände aus den 

Panningrunden I-VI, sowie des SamR2-, Sex∆Ab- und des SamR2-Bibliothek-
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Phagenüberstands an rekombinant hergestelltes GST in einem weiteren Phagen-ELISA (Abb. 

3.23b) untersucht.  
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Abb. 3.23: Analyse der einzelnen Panningrunden mit der randomisierten SamR2M13K07-Bibliothek. 

a) und b) Phagen-ELISA zur Abschätzung der Bindungsaffinitäten der eluierten Phagen aus den 

Panningrunden I-VI.  

Je 2 µg rekombinant hergestelltes GST-Rev bzw. GST (zur Kontrolle unspezifischer Bindung) wurde an die wells 

einer 96-well ELISA-Platte gebunden. Nach Inkubation mit Verdünnungsreihen der Phagenüberstände aus den 

einzelnen Panningrunden wurde zur Detektion gebundener Phagen ein HRP-gekoppelter α-M13-Antikörper 

zugegeben und der ELISA mit TMB-Substratlösung entwickelt. Die erhaltenen OD (450 nm)-Werte wurden 

normiert und gegen den Logarithmus des Phagentiters aufgetragen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei 

unabhängigen ELISAs. Als Negativkontrolle diente SEX∆Ab (hellblaue Kurve). Der Wildtyp SamR2 (grüne 

Kurve) diente als Referenz. 

c) Vergleich der Phagentiter aus den Panningrunden I-VI. 

Dargestellt sind jeweils die Phagentiter der eluierten Phagen aus den einzelnen Panningrunden des Bio-Pannings 

mit GST-Rev und GST.  

 

Die Verwendung von magnetischen Beads ermöglicht die ungerichtete Bindung der Proteine 

an verschiedensten Stellen der Matrix, wodurch alle potentiellen Bindestellen für Phagen 

zugänglich sind. Trotzdem binden vermutlich auch Phagen unspezifisch an den GST-Anteil. 

Daher wurde das Bio-Panning zur weiteren Kontrolle parallel mit GST durchgeführt und in 

jeder Runde die Phagentiter der von den GST-Rev- bzw. GST-gebundenen Beads eluierten 

Phagen (6.4.5 Aliquot #2) bestimmt. In Abbildung 3.23c sind diese für die Panningrunden I-
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VI imVergleich dargestellt. Der Titer des GST-Rev-Phagenüberstands war stets ein wenig 

höher, als der des GST-Phagenüberstands (Abb. 3.23c, PI, PII, PIV). Dadurch konnte eine 

unspezifische Anreicherung ausgeschlossen werden. In den Panningrunden V und VI (Abb. 

3.23c, PV, PVI) war der GST-Phagentiter deutlich höher als der GST-Rev-Phagentiter, was 

für eine Anreicherung Rev-unspezifischer SamR2-Binder sprechen würde.  

Zusammenfassend konnten mit der SamR2M13K07-Phagenbibliothek keine hochaffinen Binder 

angereichert werden.  

3.3.3.2 Panning mit der SamR2Hyperphage-Phagenbibliothek 

Analog zu 3.3.3.1 wurde eine SamR2-Phagenbibliothek mit einem entsprechenden 

Helferphagen, dem Hyperphagen, produziert. Aufgrund einer Deletion der für das p3-

Protein codierenden Region im Hyperphagen, wurden Varianten von SamR2 nur als C-

terminale Fusion mit dem Oberflächenprotein p3 des Bakteriophagen auf der 

Phagenoberfläche abgebildetet und kein freies p3 wie im M13K07-System. Eine 

Affinitätssteigerung in den einzelnen Panningrunden wurde ebenfalls wie in 3.3.3.1 

beschrieben mit dem Phagen-ELISA kontrolliert.  

Wie in Abbildung 3.24a dargestellt, zeigte sich in den Panningrunden bereits eine leicht 

erhöhte Affinität der Gesamtmischung einzelner Binder, deren Signal jedoch durch das 

Vorhandensein weniger affiner Varianten im Phagenüberstand unterdrückt wurde. Die 

vertikale Verschiebung der Bindungskurve, ausgehend von SamR2 nach links, in der fünften 

Panningrunde liess auf höher affine Binder im Phagenüberstand schliessen (Abb. 3.24a, lila 

Kurve). Um ein unspezifisches Signal auszuschliessen, wurde auch hier die Bindung der 

Phagenüberstände aus den Panningrunden I-VI, sowie des SamR2-, Sex∆Ab- und des 

SamR2-Bibliothek-Phagenüberstands an rekombinant hergestelltes GST in einem weiteren 

Phagen-ELISA (Abb. 3.24b) untersucht.  
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Abb. 3.24: Analyse der einzelnen Panningrunden mit der randomisierten SamR2Hyperphage-Bibliothek. 

a) und b) Phagen-ELISA zur Abschätzung der Bindungsaffinitäten der eluierten Phagen aus den 

Panningrunden I-VI. Je 2 µg rekombinant hergestelltes GST-Rev bzw. GST (zur Kontrolle unspezifischer 

Bindung) wurde an die wells einer 96-well ELISA-Platte gebunden. Nach Inkubation mit Verdünnungsreihen der 

Phagenüberstände aus den einzelnen Panningrunden wurde zur Detektion gebundener Phagen ein HRP-

gekoppelter α-M13-Antikörper zugegeben und der ELISA mit TMB-Substratlösung entwickelt. Die erhaltenen 

OD (450 nm)-Werte wurden normiert und gegen den Logarithmus des Phagentiters aufgetragen. Gezeigt sind die 

Mittelwerte aus zwei unabhängigen ELISAs. Als Negativkontrolle diente SEX∆Ab (hellblaue Kurve). Der Wildtyp 

SamR2 (grüne Kurve) diente als Referenz. 

c) Vergleich der Phagentiter aus den Panningrunden I-VI. 

Dargestellt sind jeweils die Phagentiter der eluierten Phagen aus den einzelnen Panningrunden des Bio-Pannings 

mit GST-Rev und GST. 

 

Der Vergleich der Phagentiter der von den GST-Rev- bzw. GST-gebundenen Beads eluierten 

Phagen in Abbildung 3.24c zeigte in den Panningrunden I-V einen um den Faktor 1.2 bis 7.5 

(im Mittel 4.5) höheren GST-Rev-Titer (PI-PV). Lediglich in der sechsten Runde war der GST-

Titer gegenüber dem GST-Rev-Titer erhöht (Abb. 3.24c, PVI). Hier erfolgte eine 

Anreicherung Rev-unspezifischer SamR2-Binder, was sich auch mit dem Ergebnis des 

Phagen-ELISA (Abb. 3.24a, PVI: pinke Kurve) deckt. 

Aus dem Phagenüberstand der fünften Panningrunde, die eine höhere Bindungsaffinität als 

der Wildytyp SamR2 aufwies, sollte anschliessend mit Hilfe der Isolierung und 
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Sequenzierung von Einzelklonen auf die Sequenz der hochaffinen Binder rückgeschlossen 

werden.  

3.3.4 Analyse einzelner Binder  

Aus der fünften Panningrunde wurden insgesamt 80 Einzelklone isoliert und sequenziert. 

Diese wurden anschliessend nach der Häufigkeit, mit der sie bei der Sequenzierung 

repräsentiert sind, zu den Gruppen GI-GXII zusammengefasst. In Abbildung 3.25 sind die 

Aminosäuresequenzen der einzelnen Gruppen dargestellt. SamR2 repräsentiert die Wildtyp 

Ausgangssequenz. 

 
 

Abb. 3.25: Darstellung der Aminosäuresequenzen der analysierten Binder GI-GXII. 

Die Zahl in Klammern gibt die Häufigkeit des Auftretens der jeweiligen Sequenz an. Die restlichen 31 Klone 

konnten aufgrund von Mischsequenzen nicht ausgewertet werden. 

 

Um die Bindung der SamR2-Varianten an Rev quantitativ zu beurteilen, wurden 

Einzelphagenüberstände (6.4.2) der analysierten Binder GI-GXII hergestellt und ihre 

Bindungsaffinität im Phagen-ELISA (6.4.6) untersucht. Da alle Varianten bis auf GXI im 

Vergleich zum Wildtyp SamR2 keine höher affine Bindung zeigten, wurden aus 

Übersichtsgründen nur die Daten für den Klon GXI in der Abbildung 3.26 abgebildet. Dieser 

zeigte eine höhere Affinität zu GST-Rev als der Wildtyp SamR2 (Abb. 3.26, lila und grüne 

Kurve), hatte aber auch einen deutlich niedrigen Phagentiter. Eine unspezifische Bindung 

konnte durch Inkubation der Phagenüberstände mit GST (Abb. 3.26, hellgrüne, hellblaue 
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und rosa Kurve), sowie mit dem Phagenüberstand SEX∆Ab an GST-Rev (Abb. 3.26, blaue 

Kurve) ausgeschlossen werden. 
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Abb. 3.26: Phagen-ELISA zur Abschätzung der Bindungsaffinität des Binders GXI. 

Je 2 µg rekombinant hergestelltes GST-Rev bzw. GST (zur Kontrolle unspezifischer Bindung) wurde an die wells 

einer 96-well ELISA-Platte gebunden. Nach Inkubation mit Verdünnungsreihen der Phagenüberstände wurde zur 

Detektion gebundener Phagen ein HRP-gekoppelter α-M13-Antikörper zugegeben und der ELISA mit TMB-

Substratlösung entwickelt. Die erhaltenen OD (450 nm)-Werte wurden normiert und gegen den Logarithmus des 

Phagentiters aufgetragen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei unabhängigen ELISAs. Als Negativkontrolle 

diente SEX∆Ab (hellblaue Kurve). Der Wildtyp SamR2 (grüne Kurve) diente als Referenz. 

3.3.5 Charakterisierung des hochaffinen Klons GXI 

Da GXI im Phagen-ELISA eine höhere Affinität als SamR2 zu Rev gezeigt hatte, sollte die 

Sequenz genauer analysiert werden. In Abbildung 3.27a und b sind die 

Aminosäurensequenzen des Wildtyps SamR2 und des Klons GXI im Vergleich dargestellt.  

 
 

Abb. 3.27: Darstellung der Aminosäuresequenzen von SamR2, GXI und GXI*. 

a) Die Ausgangsaminosäuresequenz des Wildtyps SamR2 vor Randomisierung. 

b) Die Aminosäuresequenz des isolierten und höher affinen Klons GXI. Die Aminosäuresubstitutionen sind an 

den entsprechenden Stellen lila unterstrichen. Aufgrund zweier Basendeletionen (Adenin des E18 und des D43) 

kommt es zu zwei Verschiebungen im Leseraster, wobei die Zweite zu einem vorzeitigen Stopp-Codon führt. 

c) Die Aminosäuresequenz des Klons GXI* nach Wiederherstellung des Leserasters. Die Substitutionen der 

Aminosäuren sind an den entsprechenden Stellen lila unterstrichen. Durch Insertion von zwei Basen (Guanin in 
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E21 und Adenin in D43) wurde der Leserahmen des Klons GXI wieder hergestellt. Die Substitutionen E1D und 

T11S wurden beibehalten, neu eingeführt wurden E18V, G19A und Y20K. 

 

Die Substitution des Adenins zu Thymin an dritter Position des Triplett-Codes im 

Glutamat 1 resultierte in der Aminosäure Aspartat (E1D). Desweiteren wurde das Tyrosin 11 

aufgrund der Substitution von Adenin zu Thymin an erster Stelle des Triplett-Codes durch 

ein Serin ersetzt (T11S). Die Deletion des Adenins an dritter Stelle des Codons für 

Glutamat 18 führte zu einer Leserasterverschiebung beginnend mit der Aminosäure Valin 

(E18V). Zusätzlich erfolgte eine zweite Verschiebung des Leserasters durch die Deletion 

eines Adenins an zweiter Position im Code für die Aminosäure Aspartat 43 in der Wildtyp-

Sequenz. Dies führte letztendlich zu einem vorzeitigen Stopp-Codon (TGA) im Leserahmen 

des Fusionproteins GXI-p3. Folglich hätte das Oberflächenprotein p3, welches für eine 

erfolgreiche Infektion der E.coli-Zellen und Präsentation des Fusionsprodukts GXI-p3 auf der 

Phagenoberfläche essentiell ist (1.5.1), nicht gebildet werden dürfen. Dieses Phänomen wird 

aber manchmal im Phagen-Display beobachtet (persönliche Mitteilung, Prof. Dr. Dübel, 

Institut für Biotechnologie, Tech. Universität Braunschweig), denn E.coli besitzen die 

Fähigkeit durch ribosomale Leserasterverschiebung ein Quadruplett zu de-codieren. Das 

würde bedeuten, dass ebenfalls zu einem gewissen Prozentsatz Varianten mit einem 

funktionellen p3-Protein gebildet worden sind, die zu infektiösen Phagenpartikel führten. 

Um dies zu überprüfen, wurden die produzierten Phagenüberstände durch eine PEG-

Fällung (6.4.4) aufkonzentriert und auf die Expression des p3-Proteins in einer Western Blot-

Analyse mit einem spezifischen α-p3 Antikörper (5.8) untersucht.  

p3
55kDa

70kDa

 
 

Abb. 3.28: Nachweis der p3-Expression in den Phagenüberstände SamR2, GXI und SEX∆Ab. 

Es wurden jeweils 25 µl der aufkonzentrierten und mit 2x SDS-Probenpuffer versetzten Phagenüberstände in 

einer SDS-PAGE aufgetrennt und in anschliessender Western Blot-Analyse mit einem α-p3-spezifischen 

Antikörper detektiert. 

 

Wie in Abbildung 3.28 (Spur 1 und 3) gezeigt, konnte das p3-Protein im SamR2- 

(tatsächliches Molekulargewicht 51 kDa, Laufhöhe ~70 kDa), und auch im SEX∆Ab- 

(tatsächliches Molekulargewicht 45 kDa, Laufhöhe ~63 kDa) Phagenüberstand nachgewiesen 

werden. Das p3-Protein von GXI wurde nicht detektiert (Abb. 3.28, Spur 2). Vermutlich war 



Ergebnisse 

67 

der prozentuale Anteil der Varianten mit einem korrekten p3-Protein nicht hoch genug, um 

im Western Blot detektiert werden zu können. 

Um die Sequenz, welche zu der hochaffinen Interaktion mit Rev führt, weiter zu analysieren, 

wurde ausgehend von der Sequenz von GXI eine weitere Variante, GXI*, konstruiert. In 

dieser wurde das verschobene Leseraster rekonstituiert (Abb. 3.27c). Hierfür sollte zunächst 

das deletierte Adenin an dritter Stelle des Codons für Glutamat 18 wieder eingefügt werden. 

Da dies aber aufgrund einer stillen Mutation (TAC  TAA) im Tyrosin 20 der Wildtyp-

Sequenz in GXI* zu einem vorzeitigen Stopp-Codon geführt hätte, wurde die 

Nucleotidsequenz der Aminosäuren Valin 18, Alanin 19 und Lysin 20 nicht verändert und 

anstelle des Adenins ein Guanin in der Aminosäure Lysin 21 eingefügt. Dies führte zur 

Substitution K21E und folglich auch zur Wiederherstellung des Leserasters. Desweiteren 

wurde die zweite Leserasterverschiebung durch die Insertion des Adenins an zweiter 

Position im Code für die Aminosäure Aspartat 43 aufgehoben. Die Subsitutionen E1D und 

T11S wurden beibehalten. Alle zwei Varianten, GXI und GXI*, des hochaffinen Binders 

sollten in einem unabhängigen System auf ihre Interaktion zu Rev untersucht werden 

(3.3.5.1 und 3.3.5.2).  

3.3.5.1 Pull down-Assay zur Analyse der Rev-Interaktion in vitro 

Für die in vitro-Analyse wurden die Varianten GXI (5 kDa) und GXI* (5 kDa) in das pGEX-

KG Expressionsplasmid kloniert (6.2.2.1). Die GST-Fusionsproteine wurden in E.coli (6.3.1) 

exprimiert und über die Affinitätsmatrix Glutathion-Sepharose aufgereinigt (6.3.2.1). Alle 

Expressions- und Aufreinigungsschritte wurden, wie in 3.2.4 exemplarisch für GST-SamR2 

abgebildet, in einer SDS-PAGE und anschliessender Coomassie-Färbung analysiert (Daten 

nicht gezeigt). Desweiteren wurde die Expression aller aufgereinigten Fusionsproteine im 

Western Blot mit einem α-GST-spezifischen Antikörper (5.8) verifiziert. Neben den 

Volllänge-Proteinen waren auch hier teilweise Degradationsprodukte erkennbar (Abb. 

3.29a).  

Die Interaktion wurde in vitro mit dem Pull down-Assay verifiziert (6.3.6). Die aufgereinigten 

Proteine GST-Sam80, GST-SamR1 und GST-SamR2, sowie GST-GXI und GST-GXI* wurden 

an magnetischen Beads immobilisiert und durch Inkubation mit Zelllysat von 293T-Zellen, 

die mit einem Expressionsplasmid für Rev-Strep transfiziert worden waren (Abb. 3.29b, 

Spur 1), auf ihre Interaktion mit Rev untersucht. GST und GST-SamR1 zeigten als 
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Negativkontrollen keine Interaktion mit Rev-Strep (Abb. 3.29b, Spuren 2 und 4). GST-Sam80 

und GST-SamR2 (Abb. 3.29b, Spuren 3 und 5) bestätigten, wie erwartet, die Bindung an Rev-

Strep. Die Varianten des hochaffinen Binders, GST-GXI und GST-GXI*, wiesen eine im 

Vergleich zu GST-Sam80 und GST-SamR2 relativ schwache Bindung an Rev-Strep auf (Abb. 

3.29b, Spuren 6 und 7).  

a) 
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Abb. 3.29: Analyse der Rev-Interaktion mit GXI und GXI* in vitro. 

a) Expressionsnachweis der aufgereinigten Proteine. 

60 µg Gesamtprotein wurden pro Spur geladen und mit einem α-GST-Antikörper mittels einer Western Blot-

Analyse detektiert.  

b) Nachweis der in vitro-Interaktion zwischen Rev-Strep und den GST-fusionierten Peptiden von Sam68, 

sowie den Varianten GST-GXI bzw. -GXI* mittels Pull down-Assay und anschliessender Western Blot-

Analyse. 

Die aufgereinigten Proteine (60 µg) wurden an magnetische Beads gebunden und mit 2.5 mg Zelllysat aus mit 

pcRev-Strep transfizierten 293T-Zellen inkubiert. Dieses Zelllysat aus 293T-Zellen diente auch als Kontrolle der 

Expression von Rev-Strep. Gebundenes Protein wurde in einer Western Blot-Analyse mit einem α-Strep-

Antikörper (5.8) detektiert. 

 

3.3.5.2 Co-Immunopräzipitation zur Analyse der Rev-Interaktion in vivo 

Die Rev-Interaktion der Varianten GXI und GXI* sollte ebenfalls in vivo mit einer Co-

Immunopräzipitation (6.3.7) untersucht werden. Hierfür wurden beide Proteine N-terminal 

an ein CFP-tag fusionert (6.2.2.2). Die bereits untersuchten Fusionsproteine CFP-Sam68 und 

CFP-SamR2 (3.2.2) wurden als Positivkontrolle herangezogen. CFP-SamR1, welches keine 

Interaktion mit Rev gezeigt hatte (3.2.2), diente als zusätzliche Negativkontrolle. Alle 

genannten Konstrukte wurden mit Rev-Strep in 293T-Zellen co-transfiziert und nach 48 h die 

Expression in den hergestellten Zelllysaten im Western Blot überprüft (Abb. 3.30a, Spuren 2-

6). CFP-Sam68 wurde als Negativkontrolle ohne Rev-Strep transfiziert (Abb. 3.30a, Spur 1).  

In Abbildung 3.30b ist die Analyse der Rev-Bindung von GXI und GXI* gezeigt. Wie 

erwartet interagierten CFP-Sam68 und CFP-SamR2 mit Rev-Strep (Abb. 3.30b, Spuren 3 und 

5). Wurde CFP-Sam68 ohne Rev-Strep exprimiert, so blieb die Interaktion aus (Abb. 3.30b, 

Spur 2). Ebenfalls zeigte CFP-SamR1 keine Rev-Strep-Bindung (Abb. 3.30b, Spur 4). Weder 

CFP-GXI noch CFP-GXI* konnten die Rev-Strep-Interaktion in vivo bestätigen (Abb. 3.30b, 
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Spuren 6 und 7). Eine unspezifische Bindung oder Kreuzreaktion der Antikörper wurde mit 

den Kontrollen IgG und AK ausgeschlossen (Abb. 3.30b, Spuren 1 und 8).  
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Abb. 3.30: Analyse der Rev-Interaktion mit GXI und GXI* in vivo. 

a) Expressionsnachweis des exprimierten Rev-Strep, des CFP-Sam68 bzw. der Peptide CFP-SamR1 und CFP-

SamR2, sowie der Varianten CFP-GXI und CFP-GXI* mittels Western Blot-Analyse. 

293T-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden für CFP-Sam68 und pcDNA3.1(+) (Spur 1) bzw. Rev-Strep 

(Spur 2), für die Peptide CFP-SamR1 bzw. CFP-SamR2 und Rev-Strep (Spuren 3-4) und für die Varianten CFP-

GXI bzw. CFP-GXI* und Rev-Strep (Spuren 5-6) transfiziert und nach 48 h lysiert. Die Expression wurde mit 

einem α-Strep-Antikörper für Rev-Strep und einem α-CFP-Antikörper für CFP-Sam68, CFP-SamR1 bzw. CFP-

SamR2 oder CFP-GXI bzw. CFP-GXI* analysiert. Als Ladekontrolle diente der Nachweis von β-Actin.  

b) Nachweis der in vivo-Interaktion zwischen Rev-Strep und CFP-Sam68, CFP-SamR1 oder CFP-SamR2 bzw. 

CFP-GXI oder CFP-GXI* mittels Co-Immunopräzipitation und anschliessender Western Blot-Analyse. 

ProteinA-Sepharose-Beads wurden mit 2 µg eines α-CFP-spezifischen oder α-Strep-spezifischen Antikörpers 

inkubiert und anschliessend mit Zelllysaten (500 µg) aus transfizierten 293T-Zellen versetzt. Gebundenes Rev-

Strep bzw. CFP-Sam68, gebundene Peptide CFP-SamR1 oder CFP-SamR2 bzw. gebundene Varianten CFP-GXI 

oder CFP-GXI* wurden nach Co-Immunopräzipitation und anschliessender Western Blot-Analyse mit 

entsprechenden Antikörpern detektiert. 
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4. Diskussion 

Die Rev/Sam68-Interaktion sollte gezielt mit optimierten, transdominanten Rev/Sam68-

Inhibitorpeptiden beeinflusst werden, um weitere Aufschlüsse über den RNA-Metabolismus 

bei HIV-1 und Ansätze für neue Therapiekonzepte mit zellulären Targets zu liefern. Hierfür 

wurden die Domänen beider Proteine, welche an dieser Interaktion beteiligt sind, 

identifiziert und charakterisiert. Ausgehend von der Kenntnis dieser Interaktionsdomänen 

wurde eine Sam68-Varianten-Bibliothek zur Selektion hochaffiner Kandidaten mit Hilfe der 

Phagen-Display-Technologie generiert. Die Rev-Interaktion dieser höher affinen Sam68-

Varianten wurde anschliessend in weiteren Systemen untersucht.  

4.1 Identifizierung und Charakterisierung der Sam68-Bindestelle im Rev-

Protein 

4.1.1 Die Sam68-Bindestelle im Rev-Protein: ein strukturelles Motiv 

Die Interaktion des Rev-Proteins mit Sam68 konnte in eigenen Vorarbeiten und in 

Übereinstimmung mit bereits publizierten Daten, sowohl in vitro als auch in vivo bestätigt 

werden 180,181,186. Jedoch wurden bisher keine gezielten Analysen zur Identifikation der 

Sam68-Interaktionsstelle im Rev-Protein durchgeführt. Dies mag auf die komplexe Struktur 

des Rev-Proteins, dessen Tertiärstruktur erst kürzlich teilweise aufgelöst werden konnte, 

zurückzuführen sein 101,109. Da aber die Charakterisierung der Bindestelle für die 

Entwicklung eines transdominanten Inhibitors der Rev/Sam68-Interaktion unerlässlich war, 

wurden in dieser Arbeit gezielt wichtige Regionen im Rev-Protein zur Identifikation der 

Bindestelle deletiert. Basis für die Konstruktion der Rev-Mutanten waren unter anderem die 

Arbeiten von Thomas et al., die 1998 essentielle Aminosäuren in den beiden 

Oligomerisierungsdomänen des Rev-Proteins mit Hilfe gerichteter Mutagenese 

charakterisierten 81. Sie postulierten daraufhin, dass Rev mit seinen beiden 

Oligomerisierungsdomänen ein Helix-loop-Helix-Motiv, welches bereits 1994 von Auer et al. 

teilweise beschrieben worden war, ausbildet und dadurch eine intermolekulare, hydrophobe 

Oberfläche mit den exponierten Aminosäuren Leu22, Ile59 und Leu60 entsteht 102,223. 

Zugleich lieferte die Veröffentlichung von Jain und Belasco, die durch Analyse von 

oligomerisierungsdefizienten Rev-Mutanten ebenfalls essentielle Aminosäuren 
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charakterisierten und ein Modell zur Rev-Oligomerisierung vorstellten, einen wesentlichen 

Beitrag zur Konzeption der Rev-Mutanten 110. Dabei sind die aliphatischen Aminosäuren in 

den Regionen AS 12-22 (Leu12, Val16, Leu18, Ile19 und Leu22) und AS 52-60 (Ile52, Ile55, 

Ile59 und Leu60), die innerhalb der HIV-Subtypen konserviert sind, essentiell für eine 

molekulare Interaktion der Rev-Monomere. Die Mutation oder Deletion dieser Aminosäuren 

störte trotz intakter RRE-Bindung die Ausbildung höher geordneter Rev-Multimere. In 

Abbildung 4.1 sind die entstehenden Interaktionsflächen während der Ausbildung des 

Helix-loop-Helix-Motivs dargestellt. Dabei sind vor allem die Aminosäuren Leu18 und Ile55 

(Abb. 4.1, grün markiert) essentiell für die intermolekulare Interaktionsfläche A, die 

Aminosäuren Leu12, Val16 und Leu60 (Abb. 4.1, blau markiert) sind wichtig für die 

Ausbildung der intermolekularen Interaktionsfläche B. Beide Flächen sind Voraussetzung 

für die Bindung weiterer Rev-Moleküle 109,110. Die Aminosäuren Ile19, Leu22, Ile52 und Ile59 

(Abb. 4.1, rot markiert) verbinden und stabilisieren die beiden Helices durch eine 

intramolekulare Interaktionsfläche. 

α1

α2

Intermolekulare 
Interaktionsfläche A

Intermolekulare 
Interaktionsfläche B

Intramolekulare 
Interaktionsfläche 
zwischen α1 und α2

 
Fig. 4.1: Modell eines Rev-Monomers mit den hydrophoben Interaktionsflächen der Helix-loop-Helix 

Anordnung (verändert nach  109,110).  

Die Helix α1 wird aus der ersten Oligomerisierungsdomäne gebildet und mündet in die loop-Region. Die zweite 

Helix α2 entsteht aus der zweiten Oligomerisierungsdomäne und beinhaltet ausserdem den RRE-Bindebereich. 

Die rot markierten Aminosäuren tragen zur Stabilisierung der beiden Helices bei und bilden dabei eine 

intramolekulare Interaktionsfläche aus. Grün markierte Aminosäuren sind essentiell für die Ausbildung einer 

intermolekularen Interaktionsfläche A für die Bindung eines weiteren Rev-Monomers. Die zweite 

intermolekulare Interaktionsfläche B befindet sich auf der Gegenseite und wird aus den blau markierten 

Aminosäuren gebildet.  

 

Die in dieser Arbeit auf die Sam68-Interaktion untersuchten Mutanten Rev∆1-34, Rev∆18-24, 

Rev∆54-60 und Rev∆Double (3.1.1) besitzen Deletionen essentieller Aminosäuren in den 

beschriebenen Interaktionsflächen, die für die Oligomerisierung wichtig sind. Sie werden 
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auch als N-terminale Mutanten bezeichnet, da die Deletionen den N-Terminus (AS 1-63) des 

Rev-Proteins abdecken. Diese lassen sich in zwei Klassen einteilen 213. Entweder zeichnen sie 

sich durch eine gestörte Oligomerisierung aus, wobei aber der RRE-Bindebereich intakt ist, 

oder sie besitzen Deletionen im RRE-Bindebereich und dadurch auch im 

Kernlokalisationssignal. Erstere führen zu einer Absonderung der viralen RRE-RNA Spezies 

und zur Hemmung der Rev-Exportfunktion 81. Letztere inhibieren aufgrund ihrer 

cytoplasmatischen Lokalisation durch Oligomerisierung mit dem Wildtyp Rev seine 

Akkumulation im Zellkern und somit den Export der viralen RNA 224,225. Während Sam68 mit 

Rev∆1-34, Rev∆18-24 bzw. Rev∆54-60 noch in der Lage war sowohl in vivo (3.1.2, Abb. 3.2) 

als auch in vitro (3.1.3, Abb. 3.4) mit Sam68 zu interagieren, zeigte die Mutante Rev∆Double 

in beiden Fällen (3.1.2, Abb. 3.2; 3.1.3, Abb.3.4) keine Bindung an Sam68. Ob der C-Terminus 

des Rev-Proteins eine Rolle in der Sam68-Interaktion spielt, sollte mit einer C-terminalen 

Deletionsmutante, Rev∆64-116, untersucht werden. Die Funktion des C-Terminus besteht 

hauptsächlich in der Bindung des Rev-Proteins über seine Kernexportsequenz an die 

zelluläre Exportmaschinerie CRM-1 226. Dennoch scheint dieser teils konservierte Bereich des 

Proteins auch einen Einfluss auf die Oligomerisierung auszuüben. Mutanten mit Defekten in 

der C-terminalen Region und einer schwachen Affinität zu CRM-1 zeigten eine reduzierte 

Fähigkeit zu oligomerisieren 86. Desweiteren scheinen zelluläre Cofaktoren in vivo die 

Multimerisierung zu begünstigen 86. Die Analyse der Sam68-Interaktion in vivo (3.1.2, Abb. 

3.2) und in vitro (3.1.3, Abb. 3.4) zeigte, dass auch diese C-terminale Region in die Rev-

Bindung involviert ist. Der Sam68-Bindebereich besteht somit aus einem strukturellen Motiv, 

welches aus den Regionen AS 18-24, AS 54-60 und AS 64-116 gebildet wird (Abb. 4.2) (1.2.2). 

Möglicherweise ist Sam68 ein zellulärer Cofaktor des Rev-Proteins, welcher unter anderem 

die Ausbildung eines höher geordneten Rev-Multimers unterstützt, indem es an die Rev-

Monomere bindet und dadurch deren hydrophobe Bereiche als eine Art Chaperon abdeckt. 

Somit würde Sam68 Rev vor Degradation oder Interaktion mit schädlichen Proteinen 

schützen bevor die Rev-Monomere den RRE-Komplex ausbilden. Die fehlende Sam68-

Interaktion in der Mutante Rev∆64-116 würde - trotz der kontroversen Datenlage - auch für 

eine Beteiligung von Sam68 am CRM-1 abhängigen Export des Rev-RRE-Komplexes 

sprechen, da die Interaktionsstellen von Sam68 und CRM-1 in der Region AS 64-116 

liegen 181,183.  
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Fig. 4.2: Ribbon-Darstellung eines Rev-Monomers als Helix-loop-Helix-Motiv mit koplanaren Helices 

(verändert nach 101). 

Die N-terminale Region (AS 1-64) wird als eine Helix-loop-Helix-Struktur (helikale Schleife) aus den beiden 

Oligomerisierungsdomänen und der dazwischen liegenden RRE-Bindestelle angeordnet. Ein Strang dieser 

Schleife besteht aus einer α-Helix (α1, grün), gefolgt von der loop-Region (dunkelblau). Der zweite Strang wird 

aus einer etwas längeren αHelix (α2, grün) und der RRE-Binderegion (hellblau) gebildet. Die α-Helices dieser 

Schleife bilden eine planare Struktur aus. Unpolare Aminosäurereste gruppieren sich um die anliegenden 

Oberflächen der α1- und α2-Helix und bilden einen hydrophoben Kern aus, der mindestens zwei Aufgaben 

erfüllen könnte: a) Stabilisierung dieser helikalen Schleife und b) Exposition hydrophober 

Oligomerisierungsoberflächen 101. Für die Sam68-Interaktion essentielle Aminosäuren wurden gelb 

hervorgehoben. Der C-Terminus des Rev-Proteins, dessen Kristallstruktur bisher nicht aufgelöst werden konnte, 

ist in gestrichelten Linien dargestellt. 

 

4.1.2 Gestörte Oligomerisierung der Rev-Deletionsmutanten an RRE-haltiger RNA  

Mit Hilfe der FRET-Analyse konnte gezeigt werden, dass Rev fähig ist in Gegenwart einer 

RRE-RNA zu oligomerisieren (3.1.4.1). Basierend auf diesem Ergebnis sollte eine eventuell 

gestörte Oligomerisierung aufgrund defekter Oligomerisierungsoberflächen in den erstellten 

Rev-Mutanten in einem negativen FRET-Effekt resultieren. Diese Analyse gibt natürlich nur 

Aufschluss darüber, ob die Mutanten oligomerisieren oder nicht. Alle N-terminalen Rev-

Mutanten (3.1.4.1: Abb. 3.6; Rev∆1-34, Rev∆18-24, Rev∆54-60 und Rev∆Double) zeigten keine 

Oligomerisierung. Bereits in früheren Studien konnte bestätigt werden, dass eine gestörte 

Oligomerisierung unter anderem auf Mutationen in den Oligomerisierungsdomänen mit 

einem intakten RRE-Bindemotiv zurückzuführen ist. So zeigte beispielsweise eine Mutation 

der Aminosäuren Leu18 und Tyr23 eine defekte Multimerisierung. Es wurde daraufhin 

postuliert, dass Deletionen in diesen Regionen mit einer Destabilisierung der tertiären 

Struktur des Proteins einhergehen 214,227,228. Jeong et al. hatten zwar für die Mutante Rev∆18-24 

eine intakte Oligomerbildung beobachtet, dies konnte aber in der FRET-Analyse nicht 

bestätigt werden 213. Untersuchungen von Madore et al. an veschiedenen 

oligomerisierungsdefizienten Rev-Mutanten führten zu der Beobachtung, dass es in den 

Multimerisierungsstudien oft Diskrepanzen gibt, je nach Methode und auch ob diese in vitro 
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oder in vivo durchgeführt wurde 86. Die fehlende Oligomerisierung in Rev∆54-60 deckt sich 

mit dem Ergebnis einer von Jeong et al. untersuchten Mutante, bei der die Aminosäuren AS 

51-60 deletiert worden sind 213. Sie zeigte eine verminderte Oligomerisierung. Wie bereits in 

4.1.1 erwähnt, führten Defekte in der C-terminalen Region zu einer Schwächung der 

Affinität zu CRM-1 und einer reduzierten Fähigkeit zu oligomerisieren 86. Dies würde die 

fehlende Oligomerisierung der Rev∆64-116 Mutante (3.1.4.1, Abb. 3.6) erklären. Trotzdem 

würde ein EMSA (electrophoretic mobility shift assay )-Assay, bei dem das Potential 

aufgereinigter Rev-Mutanten an einer z.B. radioaktiv markierten RRE-RNA zu 

multimerisieren untersucht werden kann, genauere Aussagen liefern. Je nach der Größe des 

Oligomers würden Monomere, Dimere, Trimere usw. sichtbar gemacht werden. Ebenfalls 

würden hier Unterschiede in der Oligomerbildung der einzelnen Mutanten verdeutlicht.  

4.1.3 Einfluss der Rev-Deletionsmutanen auf den Export RRE-haltiger RNA  

Die Funktionalität der Rev-Mutanten wurde in einem subgenomischen Reportersystem mit 

einem Rev-abhängigen Reporterkonstrukt untersucht (3.1.4.2). Im Vergleich zum 

Wildtypprotein Rev zeigten alle Rev-Deletionsmutanten eine verminderte GFP-Expression, 

was auf einen gestörten Export des Reporterkonstrukts zurückzuführen sein dürfte (3.1.4.2, 

Abb. 3.7). Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen, da die deletierten Bereiche 

überwiegend in den Oligomerisierungsdomänen liegen. Intakte 

Oligomerisierungsoberflächen im Rev-Protein sind weiterhin Voraussetzung für die 

Ausbildung der komplexen Struktur des Proteins, eines höher geordneten Oligomers an der 

RRE-RNA, und folglich für die Rev-Funktion 76,86,109. Ebenso war die Aktivität der Rev∆64-

116-Mutante stark vermindert. Wie bereits in 4.1.1.und 4.1.2 erwähnt, ist der C-terminale 

Bereich (64-116) des Proteins für den Export der viralen RNA verantwortlich. Zudem scheint 

er auch auf die Multimerisierung Einfluss zu nehmen. Durch die Deletion wurden 

vermutlich beide Funktionen des Proteins gehemmt. Interessanterweise führte eine 

Überexpression von Sam68 in Anwesenheit von Rev zu einem Rückgang der GFP-

Expression. Da die Sam68-Interaktionsstelle in Rev teils in den Oligomerisierungsflächen 

liegt, könnten das überexprimierte Sam68 und weitere Rev-Moleküle um diese Bindestellen 

und dadurch um den Export der RNA aufgrund von sterischen Einflüssen konkurrieren. Ein 

ähnlicher Effekt wurde bei der RevM10-Mutante in Co-Expression mit Sam68 um die 

Bindung an RRE-RNA diskutiert 181. Eine Überexpression von Sam68 konnte den gestörten 
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Export der funktionell defekten Rev-Mutanten partiell wiederherstellen. Dies würde mit den 

von Reddy et al. publizierten Daten im Einklang stehen, dass Sam68 partiell die Rev-

Funktion ersetzen kann 181. Interessanterweise konnte Sam68 auch in Anwesenheit der Rev-

Mutanten, bei denen eine Region der zusammengesetzten Sam68-Bindestelle (Double oder 

AS 64-116) deletiert war, die GFP-Expression steigern. Entweder ist hier eine Region 

ausreichend für eine minimale Bindung von Sam68 an Rev, oder Sam68 kann direkt an die 

RRE-RNA binden, wie es bereits kontrovers diskutiert wurde 181,185.  

4.1.4 Einfluss der Rev-Deletionsmutanten auf die HIV-Replikation 

Rev-Mutanten, die oligomerisierungsdefizient und somit nicht funktionsfähig sind, könnten 

die Funktion des Wildtypproteins Rev blocken. Dieser transdominant negative Phänotyp 

würde als kompetitiver Inhibitor den Wildtyp hemmen und dadurch die RRE-haltige, virale 

RNA sequestrieren 81. Die Coexpression der Rev-Mutanten mit proviraler DNA pNL4-3 wies 

aber keine transdominante Inhibition der HIV-1-Replikation auf (3.1.4.3, Abb. 3.8). Trikha et 

al. hatten jedoch auch bei Rev-Mutanten mit Deletionen oder Mutationen in den 

Oligomerisierungsflächen keinen transdominant negativen Phänotyp im Hinblick auf die 

Rev-Funktion beobachten können 229. Die Deletion der C-terminalen Region in der Mutante 

Rev∆64-116 zeigte keinen transdominant negativen Phänotyp, obwohl hier wichtige 

Aminosäuren wie bei der RevM10-Mutante deletiert sind. Diese akkumuliert aufgrund der 

Substitution der Aminosäuren LG zu DL an Position 78/79 in der Kernexportsequenz mit 

dem Wildtyp im Zellkern und kann die RRE-RNA nicht mehr ins Cytoplasma 

transportieren 80,81,86. Malim et al. hatten auch bei einer Mutante mit Deletion des gesamten C-

Terminus keinen stark ausgeprägten transdominant negativen Phänotyp beobachten können 

und argumentierten, dass durch diese Deletion vermutlich auch Bereiche, die in die Bindung 

an zelluläre Cofaktoren wie z.B. CRM-1 involviert sind (4.1.1), beinträchtigt seien 80. Dies 

würde den beobachteten Phänotyp der Rev∆64-116-Mutante erklären.  

4.1.5 Verändertes Lokalisationsmuster der Rev-Deletionsmutanten  

Kalland et al. hatten Analysen zur zellulären Distribution des Rev-Proteins in verschiedenen 

Zelllinien durchgeführt 230. Dabei fanden sie eine sehr komplexe Verteilung des Proteins in 

einzelnen Zellen. Entweder war Rev im Cytoplasma, in einer perinucleären Zone, diffus im 

Zellkern und/oder in den Nucleoli lokalisiert. Im Zellkern zeigte Rev oft eine fleckenartige 



Diskussion 

76 

Colokalisation mit zellulären Wirtsfaktoren, die dafür bekannt sind, mit entstehenden 

Transkripten zu assemblieren und heterogene RNA zu prozessieren. Desweiteren wurde 

eine Kombination der verschiedenen Lokalisationsmuster beobachtet. Die Verteilung von 

CFP-Rev in 293T-Zellen bestätigte diese Beobachtungen (3.1.5, Abb. 3.9). Viele Gruppen 

hatten bei Rev-Mutanten mit Deletionen oder Mutationen in den Multimerisierungsflächen 

ein im Vergleich zum Wildtyp Rev verändertes Lokalisationsmuster beobachten 

können 228,229,231. Dies stimmt überein mit den untersuchten N-terminalen Rev-Mutanten 

(Rev∆1-34, Rev∆18-24, Rev∆54-60 und Rev∆Double), die eine veränderte Lokalisation zeigten 

(3.1.5, Abb. 3.9). Die Deletion der Kernexportsequenz in Rev∆64-116 hatte wie erwartet eine 

Retention in bestimmten Subkompartimenten im Zellkern zur Folge (3.1.5, Abb. 3.9). 

4.2 Identifizierung und Charakterisierung der Rev-Bindestelle im Sam68-

Protein 

4.2.1 Die Rev-Bindestelle im Sam68-Protein: ein linearer Bereich 

Zwei Gruppen hatten in der Vergangenheit versucht die Rev-Interaktionsstelle in Sam68 auf 

eine definierte Region einzugrenzen. Einerseits sollte nach in vitro-Analysen die Region 1-329 

an der Rev-Bindung verantwortlich sein, andererseits zeigten in vivo-Analysen, dass die 

Aminosäuren 321-410 im C-Terminus des Proteins Rev binden 181,186. Fügt man diese 

Erkenntnisse zusammen, so schien der Bereich 321-410 zur Charakterisierung der Rev-

Bindestelle und insbesondere der nur 9 Aminosäuren lange überlappende Bereich 

interessant zu sein. Weder die Sam68∆321-410 Mutante, noch Sam68∆321-443 zeigten in vivo 

eine Interaktion mit Rev (3.2.2, Abb. 3.11). Im Gegensatz zu den Daten von Reddy et al. war 

auch die Mutante Sam68∆330-443 nicht fähig Rev zu binden (3.2.2, Abb. 3.11) 181. Da die 

Deletion der Aminosäuren 321-330 in Sam68 eine Rev-Bindung nicht verhinderte, wurden in 

den nächsten Interaktionsanalysen die Bereiche 330-410 und 410-443 näher untersucht. 

Letztendlich war die Region 330-410 in die Rev-Interaktion involviert (3.2.2, Abb. 3.11). Eine 

Auftrennung dieses Bereichs in zwei Teilbereiche (R1: AS 330-368 und R2: AS 364-410) 

schränkte den Rev-Bindebereich in vivo und in vitro auf die Region R2 ein (3.2.2, Abb. 3.12; 

3.2.3, Abb. 3.13; 3.2.4, Abb. 3.15). Die Region 364-410 ist ein Tyrosin-reicher Bereich im C-

Terminus von Sam68 (3.2.1, Abb. 3.10). Wie bereits in 1.4.1 und 1.4.2 erwähnt, wird Sam68 an 

seinen Tyrosin-Resten durch bestimmte Kinasen phosphoryliert, was essentiell für seine 
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Funktion als mögliches Adapterprotein im Zellmetabolismus ist. Des weiteren werden durch 

diese posttranslationale Modifikation die RNA-Bindeeigenschaften von Sam68 verändert 153. 

Diese Erkenntisse deuten daraufhin, dass die Rev-Interaktionsregion R2 (AS 364-410) von 

Sam68, ein linearer Bereich, einen wesentlichen Beitrag entweder direkt durch Rev-Sam68-

Interaktion oder indirekt über Veränderung der RNA-Bindeeigenschaften von Sam68 zum 

Rev-abhängigen RNA-Metabolismus beiträgt.  

4.2.2 Sam68 – Synergie mit Rev 

Im Bezug auf die Funktion von Sam68 und Rev reflektieren zahlreiche Variationen die 

Unterschiede im Gebrauch von verschiedenen Zelllinien, Reporterkonstrukten und/oder 

Assay-Bedingungen. Einige Untersuchungen mit Reporterkonstrukten oder proviraler DNA 

zeigten, dass Sam68 mit Rev synergistisch wirkt und die Reporterexpression steigert 181,185. 

Dieser Effekt konnte mit dem UTR-wtgag-RRE-Reporterkonstukt in 293T-Zellen nicht 

beobachtet werden (3.2.5.1, Abb. 3.16). Vielmehr schien die Überexpression von Sam68 einen 

negativen Einfluss auf die Gag-Expression zu haben. Die gleiche Tendenz wurde im UTR-

hivGFP-RRE-Reportersystem beobachtet (3.1.4.2, Abb. 3.7) und in 4.1.3 bereits diskutiert. Im 

Gegensatz dazu resultierte aber eine Überexpression von Sam68 im proviralen Kontext in 

einer unerwartet hohen Steigerung der Gag-Expression (3.2.5.2, Abb. 3.17). Gleichzeitig 

führte die Sam68-Überexpression in einem weiteren Provirus-Replikationsassay zu einer im 

Vergleich dazu geringeren Zunahme der Gag-Expression (3.2.5.3, Abb. 3.18). Zudem zeigte 

der Ansatz mit Provirus ohne überexprimiertes Sam68 in beiden Replikationsanalysen 

erhebliche Schwankungen in der Gag-Expression trotz gleich eingesetzter proviraler DNA-

Mengen. Ein systematischer Vergleich verschiedener Provirus- und Sam68-Verhältnisse, 

sowie der eingesetzten DNA-Mengen könnte eventuell weiteren Aufschluss über diese 

Variation im Bezug auf einen synergistischen Effekt von Sam68 auf die HIV-1-Replikation 

geben.  

4.2.3 Einfluss der Sam68-Deletionsmutanten auf den Export und die HIV-Replikation 

Reddy et al. und weitere Gruppen hatten einen transdominant negativen Phänotyp auf den 

Export viraler RNA und die HIV-Replikation beobachtet, wenn die 

Kernlokalisationssequenz am C-Terminus von Sam68 deletiert oder mutiert 

ist 181,182,188,191,192,232. Aus diesem Grund wurden die Mutanten Sam68∆330-443 und Sam68∆410-
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443 zur Analyse des Einflusses von Sam68 auf die Exportfähigkeit und die Replikation 

herangezogen. Wie bereits in der Einleitung (1.4.2) erwähnt, gibt es unterschiedliche 

Meinungen dazu, wie diese transdominanten Sam68-Mutanten ihren negativen Einfluss 

ausüben. Sicher ist, dass sowohl der quasi-lentivirale Reporter (3.2.5.1, Abb. 3.16), als auch 

die HI-virale Replikation (3.2.5.2, Abb. 3.17 und 3.2.5.3, Abb. 3.18) durch Sam68∆330-443 

bzw. Sam68∆410-443 weitgehend gehemmt wurden.  

Desweiteren wurde eine Region (AS 269-321) in Sam68 beschrieben, deren Präsenz essentiell 

für den inhibitorischen Effekt der transdominant negativen Sam68-Mutanten ist 192. Marsh 

et al. postulierten, dass auch weitere Regionen im N-Terminus einen ähnlichen Einfluss 

haben 191. Dieser Effekt konnte ebenfalls sowohl im Reportersystem (3.2.5.1, Abb. 3.16), als 

auch im proviralen Kontext (3.2.5.2, Abb. 3.17) für die Mutante Sam68∆321-443 beobachtet 

werden. Der transdominant negative Phänotyp von Sam68∆330-443 und die Hemmung 

dieses Phänotyps bei Sam68∆321-443 lässt darauf schliessen, dass die Region AS 321-330 für 

den inhibitorischen Einfluss der transdominanten Mutante verantwortlich ist.  

Die Mutanten Sam68∆321-330, Sam68∆321-410 und Sam68∆330-410, alle mit einer intakten 

Kernlokalisationssequenz und RNA-Bindedomäne, zeigten im Reportersystem keinen 

ausgeprägten Einfluss auf den Export (3.2.5.1, Abb. 3.16). Im Replikationsassay war die Gag-

Expression im Vergleich zur Überexpression von Sam68 deutlich reduziert, jedoch nicht so 

stark wie bei den transdominant negativen Mutanten (3.2.5.2, Abb. 3.17).  

Die Deletion der Rev-Binderegion in den Mutanten Sam68∆321-410, Sam68∆321-443 und 

Sam68∆330-410 führte im Reportersystem und HIV-Replikationsassay weder zu einer 

ausgeprägten Störung des Exports noch der Virusreplikation. Es bleibt zu berücksichtigen, 

dass möglicherweise auch das endogen exprimierte Sam68 eine wesentliche Rolle in diesen 

Systemen spielt. Eine Zelllinie, in der die Sam68-Expression unterbunden wird, könnte 

möglicherweise detailliertere Erkenntnisse über den Einfluss der untersuchten Mutanten auf 

den Export bzw. die virale Replikation liefern. Eine vollständige Hemmung der endogenen 

Sam68-Expression konnte allerdings bisher durch RNA-Interferenz nicht erreicht werden. 

Modem et al. konnten die endogene Expression von Sam68 nur auf 10-30% reduzieren 187. 

Daher wäre die Generierung einer Sam68-Knockout-Zelllinie (z.B. mit Hilfe von Zinkfinger-

Nucleasen) in diesem Kontext wünschenswert. 
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4.2.4 Gehemmte Wiederherstellung der Rev-Funktion durch Deletion Rev-

Interaktionsstelle in Sam68  

Li et al. und Modem et al. konnten zeigen, dass eine Herunterregulierung der Sam68-

Expression mit Hilfe von RNA-Interferenz zu einer Hemmung der Rev-abhängigen 

Genexpression führte und diese durch Coexpression von Rev nicht komplementiert werden 

konnte 183,187. Somit sei die Sam68-Expression wichtig für die Rev-Funktion 183. Deswegen 

wurde ein Kompetitionsassay durchgeführt, um den Einfluss von Sam68 mit einer 

deletierten Rev-Bindestelle und die Funktionalität der Mutanten im proviralen Kontext zu 

analysieren. Hierfür wurde die HIV-Partikelproduktion mit der transdominant negativen 

Mutante Sam68∆330-443 runterreguliert (3.2.5.3, Abb. 3.18). Sam68∆C verursacht eine 

perinucleäre Anhäufung ungespleißter, viraler Transkripte und hemmt die Translation 

dieser RNA-Spezies, welche Rev-abhängig aus dem Zellkern exportiert wurden  188. Marsh et 

al. erklären den Sam68∆C-Effekt durch eine gehemmte Bindung der viralen RNA an PABP1, 

die in einer Veränderung der Interaktion mit zellulären Wirtsfaktoren resultiert, welche 

ebenfalls am viralen RNA-Export beteiligt sind 191. Die Überexpression von Sam68 und 

Sam68∆321-330 ergab, dass diese fähig sind den transdominant negativen Effekt auf die 

HIV-Replikation teilweise zu revertieren. Die Expression von Sam68 und Interaktion mit Rev 

ist in diesem Kontext offensichtlich wichtig für die Funktion von Sam68 auf die HIV-

Replikation (3.2.5.2, Abb. 3.18). Gleichzeitig konnten keine der Mutanten mit einer 

deletierten Rev-Interaktionsstelle die Virusproduktion wiederherstellen (3.2.5.2, Abb. 3.18). 

Diese Erkenntnisse würden die Notwendigkeit einer direkten Interaktion von Sam68 und 

Rev während der HIV-Replikation stützen.  

4.2.5 Subzelluläre Lokalisation der Sam68-Deletionsmutanten 

Wie bereits in vielen Studien gezeigt, führte die Deletion des Kernlokalisationssignals bei 

Sam68∆330-443, Sam68∆321-443 und Sam68∆410-443 zu einem Ausschluss dieser Mutanten 

aus dem Zellkern (3.2.6, Abb. 3.19) 181,192. Das Lokalisationsmuster der Mutanten Sam68∆321-

330, Sam68∆321-410 und Sam68∆330-410 ähnelte dem des Wildtyp Sam68 (3.2.6, Abb. 3.19), 

welches, im Gegensatz zum shuttle-Protein Rev (3.1.5, Abb. 3.9), ausschließlich im Zellkern 

lokalisiert ist 170. Eine Akkumulation dieser Proteine in sog. Sam68 nuclear bodies (SNBs) im 

Zellkern (1.4.1), wie sie in anderen Tumorzellinien beobachtet wurde, war in den 293T-

Zellen nicht sichtbar 171. Aufgrund ihres geringen Molekulargewichts war eine freie Diffusion 
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von Sam80, SamR1 und SamR2 durch Kernporen möglich und resultierte in einer 

Lokalisation im Zellkern und Cytoplasma (3.2.6, Abb. 3.19). 

4.3 Gerichtete Evolution hochaffiner Sam68-Liganden 

4.3.1 Polyvalentes vs. monovalentes Display 

Das Bio-Panning zur Selektion hochaffiner Sam68-Liganden sollte mit einem polyvalenten 

und monovalenten Display-System durchgeführt werden (1.5.2). Aufgrund der 

suboptimalen Diversität der Bibliothek im polyvalenten Display (3.3.2), wurde auf dieses 

Bio-Panning verzichtet. Das Genprodukt bestimmter Sequenzen kann für die E.coli-Zellen 

toxisch sein, so dass die Expression dieser Proteine durch vorzeitige Stopp-Codons 

verhindert wird (3.3.2). Desweiteren wurde der Wildtyp SamR2 (Positivkontrolle im 

polyvalenten Display) vermutlich nicht korrekt auf der Phagenoberfläche abgebildet, was in 

einem negativen Signal im Phagen-ELISA resultierte (3.3.2). Dies könnte eventuell auf die 

Größe des SamR2-Peptids (47 Aminosäuren) zurückzuführen sein. Normalerweise können 

nur kurze Peptidsequenzen mit 6-8 Aminosäuren auf jeder Kopie des p8-Proteins präsentiert 

werden 195. Größere Peptide verhindern oft die korrekte Verpackung der Phagenpartikel, 

vermutlich aufgrund der Größenbeschränkung der durch das Protein p4 gebildeten Pore 

(1.5.1), die der Phage während der Assemblierung passiert 195.  

Das p3-Protein im monovalenten Display toleriert die Insertion größerer Peptide 195. 

Desweiteren erfolgt in diesem Display-Verfahren die Selektion aufgrund reiner Affinität, 

wohingegen im polyvalenten Display die Avidität aufgrund höherer Kopienzahl des 

Proteins auf der Oberfläche mit mäßiger Bindungsaffinität im Vordergrund steht 

(1.5.2) 195,209,210. Die Anreicherung im monovalenten Display erfolgte parallel mit zwei 

unterschiedlichen Helferphagen (1.5.2).  

Mit M13K07 wurde auf der Phagenoberfläche aufgrund zweier Kopien des p3-Gens nicht 

nur das SamR2 in Fusion mit p3 abgebildet, sondern auch p3 ohne Fusion. In diesem System 

konnte keine Anreicherung von hochaffinen Bindern erreicht werden, vermutlich aufgrund 

der suboptimalen Präsentation hochaffiner Varianten auf der Phagenoberfläche (3.3.3.1, 

Abb. 3.23). Da das p3 ohne Fusion während der Assemblierung bevorzugt wird, dominierte 

möglicherweise p3 über SamR2-p3. Somit würde nur ein geringer Prozentsatz der 

Phagenpartikel das Zielprotein auf der Oberfläche tragen 208. Die Veröffentlichung von 
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Rondot et al. zeigte für den Helferphagen M13K07 eine mäßige Anreicherung positiver Klone 

im Vergleich zu dem Hyperphagen-System 233. Desweiteren wurde beim Vergleich der 

Phagentiter der von GST-Rev bzw. GST-gebundenen Beads eluierten Phagen (3.3.3.1, 

Abb. 3.23) eine Anreicherung unspezifischer Binder ab der Panningrunde PV beobachtet, 

was eventuell auf eine Überselektion zurückzuführen ist, bei der Klone mit unerwarteten 

Eigenschaften dominieren 195.  

Der Hyperphage zeichnet sich durch eine Deletion des p3-Gens im Genom des Helferphagen 

aus. Die Produktion des Hyperphagen erfolgte in einer eigens dafür etablierten E.coli-

Verpackungszelllinie, in der das p3-Gen stabil genomisch vorliegt 208,233. In diesem System 

wurde die SamR2-Bibliothek nur in Fusion mit p3 in fünf Kopien pro Partikel auf der 

Phagenoberfläche abgebildet (1.5.2). Bereits Rondot et al. konnten mit diesem System eine 

Anreicherung positiver Klone (> 50 %) mit einer stärkeren Bindungsaffinität im Vergleich 

zum M13K07-Helferphagen (< 3 %) erreichen 233. So resultierte auch die Selektion nach fünf 

Panningrunden in einer Anreicherung hochaffiner Binder im Phagenüberstand (3.3.3.2). 

Vermutlich verbessert die erhöhte Anzahl der randomisierten SamR2-Peptide pro Phage, die 

auf der Oberfläche abgebildet werden, die Selektion in diesem System 233. Ein Fortsetzen der 

Selektion führte vermutlich zu einer Überselektion in der sechsten Panningrunde (3.3.3.2, 

Abb. 3.24), da die Bindungsaffinität rückläufig war und ein Vergleich der Phagentiter der 

von GST-Rev bzw. GST-gebundenen Beads eluierten Phagen auf eine Anreicherung 

unspezifischer Binder schliessen ließ. Das Vermeiden einer Überselektion ist neben der 

Qualität der Bibliothek und der korrekten Expression der abzubildenden Peptide ein sehr 

wichtiger Faktor während eines Bio-Pannings. Oft kann eine anscheinend erfolgreiche 

Selektion Klone mit unerwarteten Strukturen und Eigenschaften (Duplikationen in der 

Sequenz, schwache Affinität) hervorbringen, die auf eine Überselektion zurückgeführt 

werden können 195. Ab dem Zeitpunkt, zu dem höher affine Binder den Phagenpool 

dominieren, ist ein weiterer Selektionsdruck bezüglich der Bindeaffinität ineffektiv. Andere 

Faktoren wie Expressionslevel oder Valenz beeinflussen daher die Selektion 195.  

4.3.2 Charakterisierung des Klons GXI 

Im Bio-Panning konnte der Klon GXI selektioniert werden, welcher im Vergleich zum 

Wildtyp SamR2 im Phagen-ELISA (3.3.4, Abb. 3.26) eine höhere Bindungsaffinität zu Rev 

aufwies. Die Analyse der Sequenz ergab, dass GXI aufgrund eines vorzeitigen Stopp-Codons 
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durch eine Leserasterverschiebung bedingt durch eine 2-fache Basendeletion kein p3 

exprimieren dürfte (3.3.5, Abb. 3.27). Das p3-Protein (Abb. 4.4), an welches die SamR2-

Bibliothek N-terminal fusioniert wurde, spielt aber eine wichtige Rolle während des Phagen-

Zyklus (1.5.1). Es leitet die Infektion der Zielzellen ein, indem seine N2-Domäne an den F-

Pilus bindet 201. Dadurch bedingt erfolgt eine Konformationsänderung zwischen N1 und N2, 

so dass N1 an den Rezeptor TolA bindet, der den Eintritt des Phagen ins Periplasma der 

E.coli-Zelle ermöglicht 203,234. Desweiteren ist sein C-Terminus an der Termination der 

Phagenassemblierung beteiligt, indem der p3-p6-Komplex (1.5.1) am N-terminalen Ende des 

Partikels inkorporiert wird, bevor der Phagenpartikel beginnt sich von der Membran der 

E.coli-Zellen abzulösen 195,199. Ausserdem stabilisiert p3 die Bildung des Partikels. Man nimmt 

an, dass mindestens ein p3-Protein für die Assemblierung eines infektiösen Partikels 235. 

C-Terminus

N-Terminus

Phagenpartikel

 
Abb. 4.4: Domänenstruktur des p3-Proteins (verändert nach 195). 

Es sind drei Domänen des p3-Proteins vom N- bis zum C-Terminus gezeigt: N1, N2 und CT (C-terminal), die 

durch Glycin-reiche linker-Regionen (Gly1 und Gly2) verbunden sind. Die C-terminale Domäne, welche für die 

Partikelassemblierung verantwortlich ist, ist im Phagenpartikel verankert. Der N-Terminus (N1 und N2) leitet 

die Infektion der E.coli-Zellen ein. 

 

Untersuchungen an p3-deletierten Phagen zeigten, dass während der Elongation, die mit 

Translokation der ssDNA in den Partikel unter Beteiligung des p5-Proteins einhergeht (1.5.1) 

der Phagenpartikel an der Cytoplasmamembran gebunden bleibt bis ein weiterer Komplex 

aus p5-ssDNA die Assemblierungsstelle passiert, um die Elongation mit Verpackung der 

Phagen-DNA durch p8 abzuschliessen (1.5.1) 235. Phagen mit einem deletierten p3-Protein 

können sog. Polyphagen ausbilden, deren morphologische Struktur aus langen 

Phagenpartikeln mit mehreren Kopien einzelsträngiger DNA-Genome besteht 236. 

Desweiteren wurde berichtet, dass trotz intakter p3- und p6-Proteine (wichtig für 

Assemblierung) 5 % der Phagenpartikel aufgrund von sekundären Elongationsrunden, die 
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keine Reinitiation für eine effiziente Inkorporation der ssDNA benötigen, eine doppelte 

Länge haben 237. Der isolierte Klon GXI dürfte aufgrund eines vorzeitigen Stopp-Codons kein 

p3 exprimieren (3.3.5, Abb. 3.27). Somit könnte der GXI-Phagenpartikel an der Membran 

gebunden bleiben bis ein weiterer p5-ssDNA Komplex die Assemblierungsstelle betritt und 

die Verpackung sowie Termination der Elongation vermittelt. Der produzierte 

Phagenüberstand bestünde dann aus Polyphagen, die mehrere Kopien ssDNA beinhalten. 

Polyphagenpartikel resultieren in einem erhöhten Signal im Phagen-ELISA, welches 

ebenfalls für GXI im Vergleich zum Wildtyp SamR2 beobachtet wurde (3.3.4, Abb. 3.26) 238. 

Eine Erklärung für die Infektiosität der Phagenpartikel, die mit dem Klon GXI produziert 

wurden, wäre die Fähigkeit von E.coli zur ribosomalen Leserasterverschiebung (3.3.5) 239. 

Manchmal wird im Phage-Display Verfahren beobachtet, dass Klone wie GXI angereichert 

werden (persönliche Mitteilung, Prof. Dr. Dübel, Institut für Biotechnologie, Tech. 

Universität Braunschweig). Während der Produktion des Phagenüberstands aus GXI könnte 

durch Decodierung des Quadrupletts das Leseraster von p3 in wenigen Fällen 

wiederhergestellt werden, was zu infektiösen Phagenpartikeln führen würde. Die wesentlich 

höhere Bindungsaffinität von GXI im Phagen-ELISA (3.3.4, Abb. 3.26), würde vermutlich auf 

die Abbildung einer höher affinen Variante auf der Phagenoberfläche zurückgeführt 

werden, die aufgrund der Leserasterverschiebung entstanden ist. Da die intakte Variante des 

Fusionproduktes GXI-p3 im Gegensatz zu GXI mit einem deletierten p3-Protein, was auf ein 

vorzeitiges Stopp-Codon im Leseraster des Klons GXI zurückzuführen ist, in der 

heterogenen Mischung des produzierten Phagenüberstands vermutlich unterrepräsentiert 

wird, war möglicherweise die Western Blot-Analyse (3.3.5, Abb. 3.28) nicht sensitiv genug, 

um den geringen Prozentsatz an Peptiden mit intaktem p3-Protein zu detektieren. 

Ausserdem dominierte in Sequenzierungen stets die Sequenz des GXI-Klons. Desweiteren 

bleibt zu beachten, dass der produzierte Phagenüberstand einen niedrigen Titer aufwies und 

eine Auftragung des Phagentiters gegen die optische Dichte im Phagen-ELISA die 

Bindungskurve von GXI fälschlicherweise sehr weit nach links verschieben könnte, was die 

beobachtete höhere Bindungsaffinität von GXI ebenfalls erkären würde.  

4.3.3 In vitro- und in vivo-Analyse der Rev-Bindung der Klone GXI und GXI*  

Um die Bindung des Klons GXI in einem anderen System zu untersuchen, wurde die 

Sequenz von GXI in das pGEX-Expressionssystem zur Herstellung von rekombinanten 
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Protein für einen Pull down-Assay (in vitro-Analyse) bzw. in das pECFP-C1 

Expressionsplasmid für eine Co-Immunopräzipitation (in vivo-Analyse) eingesetzt. Analog 

dazu wurde der Klon GXI*, bei dem das Leseraster gezielt rekonstituiert wurde, analysiert 

(3.3.5, Abb. 3.27).  

Das rekombinant hergestellte GST-GXI-Protein, welches in E.coli exprimiert wurde, zeigte 

eine im Vergleich zum Wildtyp GST-SamR2 schwächere Bindung an Rev (3.3.5.1, Abb. 3.29). 

Demzufolge könnte E.coli tatsächlich in der Lage sein, durch eine ribosomale 

Leserasterverschiebung eine intakte Variante von GXI auszubilden, die eventuell die höhere 

Affinität vermittelt, aber nur zu einem geringen Prozensatz produziert wird. Somit würde 

die Bindungsstärke in vitro indirekt negativ beeinflusst. Dafür würde das Ausbleiben der 

Interaktion in der Co-Immunopräzipitation (3.3.5.2, Abb. 3.30) sprechen, bei der der Klon 

GXI im eukaryotischen System exprimiert wurde und somit die Möglichkeit der ribosomalen 

Leserasterverschiebung bedingt durch E.coli nicht gegeben war. Die aus der 

Nucleotidsequenz auf Basis eines Triplett-Codes resultierende Aminosäurensequenz kann 

keinesfalls verantwortlich für die erhöhte Bindungsaffinität im Phagen-ELISA sein (3.3.4, 

Abb. 3.26). 

Die Wiederherstellung des Leserasters im Klon GXI* konnte nicht zur Identifikation der 

verantwortlichen Sequenz des höher affinen Binders beitragen. GXI* zeigte eine schwache 

Bindung in vitro (3.3.5.1, Abb. 3.29), die vermutlich auf die Wiederherstellung des 

Leserahmens und eine Übereinstimmung der Sequenz mit dem Wildtyp SamR2 bis auf fünf 

Aminosäuren zurückzuführen ist (3.3.5, Abb. 3.27). In der in vivo-Analyse blieb die Bindung 

aus (3.3.5.2, Abb. 3.30). Es ist nicht auszuschliessen, dass in vivo die Interaktion beider 

Proteine durch weitere Cofaktoren beeinflusst wird und eine Veränderung von wenigen 

Aminosäuren die Bindung soweit schwächt, dass diese nicht detektiert werden kann 86. 

Zumal bereits in der in vitro-Analyse im Vergleich zum Wildtyp SamR2 nur eine sehr 

schwache Interaktion nachgewiesen werden konnte.  

4.4 Kurzzusammenfassung und Ausblick 

Die Identifikation des Sam68-Bindebereichs im HI-viralen Rev-Protein als ein strukturelles 

Motiv, zu der Aminosäuren der Bereiche AS 18-24, AS 54-60 und AS 64-116 beitragen, zeigte, 

dass die Sam68-Interaktionsstellen zum Teil in den für die Oligomerisierung von Rev 

wichtigen Bereichen liegen. Daher könnte Sam68 als zellulärer Cofaktor des Rev-Proteins die 
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Ausbildung des Export-fähigen Ribonucleoprotein-Komplexes, welcher aus dem oligomeren 

Rev-Protein, der zu exportierenden viralen RNA und weiteren zellulären Faktoren besteht, 

untersützen. Ein Teil des zusammengesetzten Sam68-Interaktionsbereichs (64-116) liegt in 

der C-terminalen Region von Rev, welche auch die Interaktionsstelle des Exportfaktors 

CRM-1 birgt. Co-Immunopräzipitationsanalysen mit CRM-1, Sam68 und Rev bzw. der C-

terminalen Region von Rev könnten eine Beteiligung von Sam68 am CRM-1 abhängigen 

Export des Rev-RRE-Komplexes, welche kontrovers diskutiert wird, klären 181,183. Zudem 

würde ein EMSA-Assay genaueren Aufschluss über die in den FRET-Analysen beobachtete 

gestörte Oligomerisierungsfähigkeit der untersuchten Rev-Mutanten sowie ihren 

eingeschränkten Export RRE-haltiger RNA liefern. Durch Inkubation aufgereinigter Rev-

Mutanten mit z.B. radioaktiv markierter RRE-RNA würden je nach Größe des Oligomers 

nach Auftrennung im Gel unterschiedliche Oligomerisierungszustände sichtbar gemacht 

werden. Da die Rev-Mutanten im proviralen Kontext keinen transdominant negativen 

Einfluss auf die Virusproduktion zeigten, könnte weiterhin mit einem rev-negativen Provirus 

untersucht werden, ob diese die Funktion des Wildtyp Rev komplementieren können bzw. 

Sam68 die Rev-Funktion ersetzen kann, was im quasi-lentiviralen Reportersystem partiell 

beobachtet werden konnte. Desweiteren könnte dadurch der Synergieeffekt von Sam68 

genauer untersucht werden. 

Die Rev-Interaktionsdomäne im zellulären Protein Sam68 konnte auf die lineare, Tyrosin-

reiche Region AS 364-410 im C-Terminus des Proteins eingegrenzt werden. Sam68-Mutanten 

mit einem deletierten Rev-Bindebereich konnten nach Herunterregulierung der 

Virusproduktion durch eine Sam68∆C-Mutante den dominant-negativen Effekt auf die 

Virusreplikation nicht komplementieren. Daher scheint die Rev/Sam68-Interaktion während 

der viralen Replikation eine essentielle Funktion zu erfüllen. Eine fehlende Rev-Interaktion 

im Reportersystem und proviralen Kontext zeigte keine Hemmung des Rev-abhängigen 

RNA-Exports bzw. der Virusproduktion, was aber auf die Präsenz des endogenen Sam68, 

dessen Funktion womöglich nicht beeinträchtigt wird, zurückzuführen sein könnte. Eine 

Sam68-Knockout-Zelllinie würde genauere Aussagen über den Einfluss der Sam68-Mutanten 

mit einem deletierten Rev-Bindebereich auf den Export bzw. die virale Replikation liefern. 

Zudem könnten in diesem Kontext die Variationen im Bezug auf den Synergieeffekt mit Rev 

ohne Einfluss des endogenen Sam68 aufgeklärt werden. Jedoch darf nicht außer Acht 

gelassen werden, dass durch eine Hemmung der endogenen Sam68-Expression 
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möglicherweise die zahlreichen zellulären Funktionen dieses Schlüsselproteins beinträchtigt 

werden könnten (1.4.2).  

Für die Entwicklung transdominanter Inhibitoren, welche die Rev/Sam68-Interaktion 

beeinflussen, wurde die lineare Rev-Interaktionsregion in Sam68 (SamR2 Aminosäuren 364-

410) herangezogen. Im Gegensatz zu einem viralen Protein würde vermutlich ein zelluläres 

Protein eine geringere Immunantwort auslösen und daher eine bessere Verträglichkeit 

auweisen. Zudem erleichtert ein linearer Bereich im Vergleich zu einem strukturellen Motiv 

die Randomisierung zur Generierung einer Bibliothek mit hochaffinen Varianten. Mittels 

Phagen-Display-Technologie konnte der potentiell höher affine Kandidat GXI selektioniert 

werden. Während dieser im Phagen-ELISA eine deutlich höhere Affinität zu Rev im 

Vergleich zum Wildtyp SamR2 aufwies, blieb dieser Trend in den Interaktionsanalysen im 

zellfreien (in vitro) und zellulären (in vivo) System aus. Die Sequenzanalyse von GXI ergab, 

dass aufgrund einer Leserasterverschiebung kein funktionelles p3-Protein und damit auch 

keine infektiösen Phagen-Partikel entstehen dürften. Darüberhinaus kann das SamR2-Peptid 

so nicht inkorporiert werden. Da dennoch infektiöse Phagenpartikel erhalten wurden, kam 

es möglicherweise bei der Proteinbiosynthese in den Bakterien manchmal zu einer 

Verschiebung des Leserasters, die den p3-Leserahmen wiederherstellte. Eine 

massenspektrometrische Analyse der Proteine der aus dem Klon GXI produzierten 

Phagenpartikel könnte dabei helfen diese Vermutung zu bestätigen und die 

Aminosäurensequenz des potentiell vorhandenen p3-Fusionsproteins zu bestimmen.  
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5. Material 

5.1 Organismen 

5.1.1 Zelllinien 

Bezeichnung Herkunft Beschreibung 

293T Homo sapiens Ad5/SV40 (T) transformierte Nierenepithelzellen  (Numa, 1995) 

(ATCC: CRL-11268) 

5.1.2 Bakterienstämme 

Bezeichnung Beschreibung 

DH5α supE44ΔlacU169 (Φ80lacZΔM15) hsd R1 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 

BL21 (DE3) hsdS gal (λcIts857) ind1 Sam7 nin5 lacUV5-T7 gene 1 

GM2163 F-ara-14leuB6fhuA31 lacY1 tsx78 glnV44 galK2 galT22 mcrA dcm-6hisG4rfbD1 

rpsL136(StrR)dam13::Tn9(CamR) xylA5mtl-1thi-1 mcrB1 hsdR2 

OmniMAX 2T1 R F´ {proAB+ lacIq lacZΔM15 Tn10(TetR) Δ(ccdAB)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 

Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 endA1 recA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 tonA 

panD 

TG1 supE hsdΔ5 thi Δ(lac-proAB) F' [traD36 proAB lacIq lacZ ΔM15] 

5.2 Medien 

Medium Zusammensetzung 

LB0 (Luria Bertani) 1 % Bacto-Trypton 

0.5 % Hefe-Extrakt 

1 % NaCl 

mit NaOH ad pH 7.0 

LBAmp 100 µg/ml Ampicillin in sterilem LB0 

LBKana 25 µg/ml Kanamycin in sterilem LB0 

M9-MM 1x M9-Salze (1.28 % (w/v)  

Na2HPO4·7H2O 

0.3 % (w/v) KH2PO4 

0.05 % (w/v) NaCl 

0.1 % (w/v) NH4Cl 

2 mM MgSO4 

0.1 mM CaCl2 

0.01 % (w/v) Thiamin 

0.4 % (w/v) Glucose 
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2x YT 1.6 % (w/v) Trypton 

1 % (w/v) Hefeextrakt 

0.5 % (w/v) NaCl 

pH 7.0 

YT-AG 2x YT-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin und 100 mM Glukose 

YT-AK 2x YT-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin und 30 µg/ml Kanamycin 

SOB 2.0 % (w/v) Trypton 

0.5 % (w/v) Hefeextrakt 

0.05 % (w/v) NaCl 

2.5 mM MgCl2  

pH 7.5 

SOBAG SOB-Medium mit zusätzlich 100 mM Glukose 

100 µg/ml Ampicillin 

SOC SOB-Medium mit zusätzlich 20 mM Glukose 

TB 1.2 % Trypton 

2.4 % Hefeextrakt 

72 mM K2HPO4 

1 mM KH2PO4 

0.4 % Glycerin 

Plattenmedium jeweiliges Medium mit 1.5 % Agar 

5.3 Kitsysteme 

Kit Verwendung Bezugsquelle 

Qiagen DNA Midi Kit Isolierung von pDNA Qiagen (Hilden) 

Qiagen DNA Maxi Kit Isolierung von pDNA Qiagen (Hilden) 

QIAquick Gel Extraction Kit Isolierung von DNA aus Agarose Qiagen (Hilden) 

QIAquick PCR Purification Kit Aufreinigung von PCR-Produkten Qiagen (Hilden) 

StrataClone PCR Cloning Kit Klonierung von PCR-Produkten Stratagene (Waldbronn) 

5.4 Puffer und Lösungen 

Puffer/ Lösungen Zusammensetzung Verwendung 

Ammoniumsulfatlösung 3 M (NH)4SO4 pH 7.4 Pull down-Assay 

AP-Färbelösung 100 mM Tris/HCl pH 9.5 

50 mM MgCl2 

100 mM NaCl 

Western Blot 

APS  10 % Ammoniumperoxodisulfat in H2O SDS-PAGE 
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Bead-Puffer 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 7.4 Pull down-Assay/  

Bio-Panning 

Blockingpuffer für Phagen-

ELISA 

2 % Milchpulver in PBS (w/v) Phagen-ELISA 

Blockingpuffer für Bio-Panning 5 % BSA in Waschpuffer für Bio-Panning Bio-Panning/ Co-IP 

Blockingpuffer für Pull down-

Assay/ Co-IP 

5 % BSA in PBS Pull down-Assay/ Co-IP 

Blockierlösung 5 % Milchpulver in TBS (w/v) Western Blot 

Coating-Puffer 1 M NaHCO3 

0.3 M Na2CO3 

pH 9.5 

ELISA 

Coomassie-Färbelösung 0.125 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 

50 % (v/v) Ethanol 

7 % (v/v) Essigsäure  

SDS-PAGE 

Coomassie-Entfärbelösung 7 % (v/v) Essigsäure  SDS-PAGE 

DAPI-Färbelösung 0.5 µg/ml DAPI in PBS  IF 

DNA-Probenpuffer (10x) 0.25 % Bromphenolblau (w/v) 

0.25 % Xylencyanol (w/v) 

30 % Glycerin (v/v) 

Auftrennung von DNA 

in Agarose-Gelen 

ECL-Gebrauchslösung 1:1-Mischung der ECL-Lösungen 1 und 2 Western Blot 

ECL-Lösung 1 2.5 mM Luminol in DMSO 

0.4 mM p-Coumaric Acid in DMSO 

0.1 M Tris/HCl pH 8.5 

Western Blot 

ECL-Lösung 2 0.1 M Tris/HCl pH 8.5 

0.02 % H2O2(v/v) 

Western Blot 

Eindeckmedium Mowiol 4-88 (ROTH 0713) 

9 % (w/w) Mowiol 4-88 

20 % (w/w) Glycerin 

 90 mM Tris 

pH 8.5 

IF 

Elutionspuffer für Bio-Panning 200 mM Glycin pH 9.0 Bio-Panning 

GST-Elutionspuffer 20 mM reduziertes Glutathion, gelöst in 

Waschpuffer 

Proteinaufreinigung  

GST-Waschpuffer 100 mM Tris/HCl pH 8.0 

150 mM NaCl 

1 mM EDTA 

Proteinaufreinigung 

6xHis-Elutionspuffer  50 mM NaH2PO4 pH 8.0 

300 mM NaCl 

250 mM Imidazol 

Proteinaufreinigung 
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6xHis-Waschpuffer  50 mM NaH2PO4 pH 8.0 

300 mM NaCl 

20 mM Imidazol 

Proteinaufreinigung 

FACS-Puffer 1 % FKS (v/v) 

0.1 % NaN3 (w/v) in PBS 

FACS 

Fixierunglösung 2 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS  IF 

IP-Puffer 500 mM NaCl  

1 % NP-40  

50 mM Tris/HCl pH 8.0 

10 % Glycerol 

2 mM EDTA 

Co-IP 

Laufpuffer (10x) 0.25 M Tris 

1.92 M Glycin 

1 % SDS (w/v) 

SDS-PAGE 

6xHis-Lysepuffer 50 mM NaH2PO4 pH 8.0 

300 mM NaCl 

10 mM Imidazol 

Proteinaufreinigung 

NETN-Puffer 0.5 % Nonidet P-40 

20 mM Tris/HCl pH 8.0 

100 mM NaCl 

1 mM EDTA 

Proteinaufreinigung 

Neutralisationspuffer für Bio-

Panning 

1 M Tris/HCl pH 9.0 Bio-Panning 

Triton X-100 5 % Triton X-100 (v/v) in PBS ELISA 

PBS  7 mM Na2HPO4 

3 mM NaH2PO4  

130 mM NaCl 

allgemein 

PBS/T 0.05 % Tween-20 (v/v) in PBS ELISA/ IF 

PEG/NaCl 20 % Polyethylenglycol-8000 

2.5 M NaCl 

PEG-Fällung 

Ponceau-S-Lösung  0.2 % Ponceaurot (w/v)  

1 % Essigsäure (v/v) 

Western Blot 

SDS-Probenpuffer nach 

Laemmli (5x)  

312 mM Tris  

5 % SDS (w/v) 

2.5 mM EDTA 

25 % Mercaptoethanol (v/v) 

Bromphenolblau 

pH 6.8 

SDS-PAGE 



Material 

91 

RIPA-Puffer  50 mM Tris/HCl pH 8.0  

150 mM NaCl  

0.1 % SDS (w/v)  

1 % Nonidet P-40 (w/v)  

0.5 % Natriumdesoxycholat (w/v) 

Herstellung von 

Zelllysaten 

TBE-Puffer (10x)  1 M Tris  

1 M Borsäure  

20 mM EDTA  

pH 8.0 

Auftrennung von DNA 

in Agarose-Gelen 

TBS  150 mM NaCl  

50 mM Tris/HCl 

pH 7.5 

allgemein 

TMB-Substrat 

Gebrauchslösung 

20:1-Mischung der TMB-Lösungen 1 und 2 ELISA 

TMB-Lösung 1 30 mM C6H7K3O8 pH 4.1  ELISA 

TMB-Lösung 2 10 mM Tetramethylbenzidin 

10 % Aceton (v/v) 

90 % Ethanol (v/v) 

0.3 % H2O2 (v/v) 

ELISA 

Transferpuffer (10x) 25 mM Tris 

150 mM Glycin 

10 % Methanol (v/v) 

Western Blot 

Trypanblau-Lösung  0.5 % Trypanblau (w/v) in PBS Zellzahlbestimmung 

TTBS  0.05 % Tween-20 (v/v) in TBS Western Blot  

Waschpuffer für Bio-Panning 0.1 % Tween-20 (v/v) in PBS Bio-Panning 

5.5 Plasmide 

Plasmid Bezugsquelle 

pcDNA3.1(+) Invitrogen 

pGEX-KG GE Healthcare  

pcRev Joachim Hauber (Heinrich-Pette-Institut für experimentelle Virologie & 

Immunologie, Hamburg) 

pJH Kalle Saksela (Haartman Institut, Universität Helsinki, Finnland) 

pSEX81 Progen 

pECFP-C1 Clontech/ Takara 

pEYFP-C1 Clontech/ Takara 

pcHA-Sam68 Axel Mann (RIMMH, Regensburg) 240  
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pECFP-YFP Benedikt Asbach (RIMMH, Regensburg) 219  

pcHA-Sam68∆410-443 Benedikt Asbach (RIMMH, Regensburg) 219 

pNL4-3 Accession-Nr.: AF324493.1, Referenz: ADACHI et al., 1986  

pcUTR-wtgag-RRE Graf et al., 2000 215 

pcUTR-hivGFP-RRE Graf et al., 2006 217 

5.6 Oligonucleotide 

Oligonucleotid Sequenz (5’->3’) 

pGEX5 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 

pQE-5 CAATTGTGAGCGGATAACAATTTC 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

pJHf CCTATTGCCTACGGCAGCC 

CMVf GTAGGCGTGTACGGTGGGAGG 

Sam68-fwd AS411-Ü320 ACCAGTAAGGTATGGCCAGGACGACTG 

Sam68-rev AS320-Ü411 CCTGGCCATACCTTACTGGTGTACCACG 

Sam68-AS320-rev EcoRI GGCGAATTCTTACCTTACTGGTGTACCACGT 

Sam68-AS320-rev KpnI GCGGTACCTTACCTTACTGGTGTACCACGT 

Sam68-fwd EcoRI GAGGAATTCCATGCAGCGCCGGGAC 

Sam68-rev KpnI GCGGTACCTTAATAACGTCCATATGGGTGCTCT 

Sam68-rev AS320-U331 CACGCCTCGCCTTACTGGTGTACCACGTACCAAAG 

Sam68-fwd AS331-U320 CCAGTAAGGCGAGGCGTGCCACCC 

Sam68-rev delta C KpnI CTCGGTACCTTACACAGTGGCACCTCTGG 

Rev-rev KpnI CGCGGTACCCTATTCTTTAGCTCCTGACTCC 

Rev-fwd EcoRI GCGAATTCCATGGCAGGAAGAAGCGGAGAC 

HA-Sam68-fwd KpnI GCGGTACCATGGCTTCATATCCTTACGATGTTCC 

Sam68-EcoRI rev GAGGAATTCCATGCAGCGCCGGGAC 

Sam68-rev delta C EcoRI GCGAATTCTTACACAGTGGCACCTCTGGTGATG 

Mut_1 rev-fwd-EcoRI AS35 GAGGAATTCCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAG 

Mut_2 rev-fwd-EcoRI GAGGAATTCCATGGCAGGAAGAAGCGGAG 

Rev-fwd AS 25 GGCAGTCAGAAGCAACCCACCTCCCAATCC 

Rev-rev AS 17 GTGGGTTGCTTCTGACTGCCTTGAGGAGG 

Rev-rev-HindIII* GAGAAGCTTCTATTCTTTAGCTCCTGACTCCAATATTG 

Rev-rev AS 53 GATAAGTGCTATGGATCTGTCTCTGTCTCTCTC 
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Rev-fwd AS 61 ACAGATCCATAGCACTTATCTGGGACGATCTG 

Rev-rev AS 63-HindIII GAGAAGCTTCTAATAAGTGCTAAGGATCCGTTCAC 

Rev-rev AS63-KpnI CGCGGTACCCTAATAAGTGCTAAGGATCCGTTCAC 

Rev-fwd-HindIII-AS35 GAGAAGCTTCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAG 

Rev-rev Strep-EcoRI GAGGAATTCCTACTTCTCGAACTGGGGGTGGGACCATTCTTTAGCTCCTGACTCCAAT

ATTGTAGG 

Rev-rev AS63 Strep-EcoRI GAGGAATTCCTACTTCTCGAACTGGGGGTGGGACCAATAAGTGCTAAGGATCCGTTCA

CTAA 

Rev-fwd HindIII GAGAAGCTTATGGCAGGAAGAAGCGG 

RGS-6xHIS-Rev-rev GAGAAGCTTCTAGTGATGGTGATGGTGATGCGATCCTCTTTCTTTAGCTCCTGACTCC

AATATTGTAGG 

AS63-RGS-6xHIS-Rev-rev - GAGGAAGCTTCTAGTGATGGTGATGGTGATGCGATCCTCTATAAGTGCTAAGGATCCG

TTCACTAA 

Sam68-rev AS329-U411 CCTGGCCATACACAGTGGCACCTCTGGTG 

Sam68-fwd AS411-U329 TGCCACTGTGTATGGCCAGGACGACTG 

Sam-Rev-rev Fus CTTCCTGCCATATAACGTCCATATGGGTGCTCT 

Sam-Rev-fwd Fus TGGACGTTATATGGCAGGAAGAAGCGGAGAC 

HA-Sam80-fwd KpnI GAGGGTACCATGGCTTCATATCCTTACGATGTTCCAGACTACGCTACTCGAGGCGTGC

CACCCCCAC 

Sam80-XbaI rev CCGCTCTAGATTAAGCTTCATAAGAATCTTGAACCTCCCCA 

80aa-Peptid2 SalI rev CTCGTCGACTTAAGCTTCATAAGAATCTTGAACCTC 

80aa-Peptid1 SalI rev GCGTCGACTTATTCTTCATATGTTTCTGGTGCAGGAGGTGG 

80aa-Peptid1 EcoRI GAGGAATTCCATGACTCGAGGCGTGCCACCC 

80aa-Peptid2 EcoRI GAGGAATTCCATGGAAACATATGAAGAATATGGATATGATG 

pSEXfwd 200 CAGTGAGCGCAACGCAATTA 

pSEXdel Fus fwd TCAGCCGGCCGGATCCAAAGATATCAGAGCTGAAACTGTTG 

pSEXdel NheI CTCGCTAGCTGATCATTAGCACAGGC 

pSEXdel XhoI GAGCTCGAGAGCGGGCAGTGA 

pSEXdel Fus rev CTTTGGATCCGGCCGGCTGAGCTGCCAGCA 

pNheI-Rev del1-34 fwd GCGGCTAGCATGCGACAGGCCCGAAGGAATA 

pAgeI-linker-Rev rev TCGACCGGTGCACCTGCTCCTTCTTTAGCTCCTGACTCCAATA 

pNheI-Rev fwd GCGGCTAGCATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAG 

pAgeI-linker-Rev del64-116 rev TCGACCGGTGCACCTGCTCCATAAGTGCTAAGGATCCGTTC 

Sam R2 NcoI fwd GACCATGGCGGAAACATATGAAGAATATGGATAT 

Sam R2 NotI rev CTGCGGCCGCAGCTTCATAAGAATCTT 

pSEX-SamR2 lib fwd GAATTCAGCTCAGCCGGCCATGGCG 
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pSEX-SamR2 lib rev CTTGCTCTTTGGATCCAGCGGCCGC 

pSEX.fwd TGTGAGCGGATAACAATTTCAC 

SamR2 lib fwd CAGCTCAGCCGGCCATGGCGgaaacatatgaagaatatggatatgatgatacatacgc

agaacaaagttacgaaggctacgaaggctattacagccagagtC 

SamR2 lib rev  TCTTTGGATCCAGCGGCCGCagcttcataagaatcttgaacctccccatgtccatagt

cataatattctgagtccccttgactctggctgtaatagccttC 

Klon42GXI EcoRI fwd GCGGAATTCGGATACATATGAAGAATATGG 

Klon42GXI SalI rev CTGTCGACGCAGCTTCATACG 

K42 Fus Glu fwd AGTTACGTGGCTAAGGAAGGCTATTACAGCCAG 

K42 Fus Glu rev CTGGCTGTAATAGCCTTCCTTAGCCACGTAACT 

pGEX-3 GCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 

ExFP 1266 fwd CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 

ExFP 548 fwd GGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGG 

pExFP3' CTCTACAAATGTGGTATGGC 

Sam68 488 fwd CTGAAAGAGCGAGTGCTGATACC 

5.7 Chemikalien, Enzyme und Materialien 

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Sigma (Deisenhofen), Fluka 

Chemie (Buchs, CH) oder Merck (Darmstadt) in der Reinheitsstufe pro analysis bezogen. 

Abweichende Herstellerfirmen der verwendeten Reagenzien, Enzyme und Chemikalien 

werden an entsprechender Stelle genannt. 

5.8 Antikörper 

Primäre Antikörper Quelle/Herkunft Verdünnung  

Sam68 C-20 (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, USA 

1:5000 

GFP (FL) (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnology,  

Santa Cruz, USA 

1:500 

GAPDH-HRP (Maus) Sigma-Aldrich, Missouri, USA 1:35000 

pIII (Maus) MoBiTec, Göttingen 1:1000 

ß-Actin (Maus) Sigma-Adrich, Missouri, USA 1:5000 

HA (Ratte) Roche Diagnostics, Mannheim 1:500 

GST-Tag (Ziege) Biomol/Rockland, Hamburg 1:1000 

Strep-Tag (Maus) Qiage, Hilden 1:1000 

M13-HRP (Maus) Amersham Biosciences, Freiburg 1:5000 

MOI Polymun, Wien, Österreich 1:4000 
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37G12 Polymun, Wien, Österreich 1:10000 

Streptavidin-HRP Roche, Mannheim 1:10000 

Sekundäre Antikörper Quelle/Herkunft Verdünnung  

rabbit-HRP Pierce Biotechnology Inc.,  

Rockford, USA 

1:5000 

goat-HRP Dako, Hamburg 1:2000 

rat-HRP Dako, Hamburg 1:2000 

mouse-HRP Dako, Hamburg 1:2000 

mouse-AP Biorad, München 1:5000 

5.9 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Geräte und Verbrauchsmaterialien mit den entsprechenden Herstellern 

sind an den jeweiligen Stellen im Text vermerkt. 

5.10 Verwendete Computerprogramme und Datenbanken 

Diese Arbeit wurde mit Hilfe von „Microsoft Office Home and Student 2007‚ erstellt. 

Abbildungen wurden mit „GraphPad Prism 4.0‚, „Cn3D 4.1‚ und „Adobe Photoshop CS5 

Extended‚ angefertigt. Zur Auswertung und Bearbeitung von Nucleotidsequenzen sowie 

Erstellung von Sequenzvergleichen dienten die Programme „pDRAW32‚ (Acaclone, 

Frederiksberg, DK), „GENtle‚ (Magnus Manske, Köln) und „BioEdit version 5.0.6‚(Tom 

Hall, North Carolina State University, USA). 

Bei der Literatursuche halfen das OPAC-System der Universität Regensburg sowie die 

„Medline‚ Datenbank des NCBI.  
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6. Methoden 

6.1 Kulturhaltung 

6.1.1 Eukaryotische Zellen 

6.1.1.1 Kultivierung 

Sämtliche für die Kulturhaltung notwendigen Reagenzien wurden von Pan Biotech 

(Aidenbach) oder Invitrogen (Darmstadt) bezogen und waren auf Zellkultureignung 

getestet. Kulturgefäße für Zellen stammten von BD Biosciences (Heidelberg). Die 

verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und einer Atmosphäre von 5 % 

CO2 herangezogen. Für die Kultivierung aller Zelllinien wurde Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium (DMEM, Invitrogen, Darmstadt) mit 10 % fötalem Kälberserum (Invitrogen, 

Darmstadt) und 1 % Penicillin/Streptomycin-Lösung verwendet. Für die Subkultivierung 

wurden adhärente Zellen mit PBS gewaschen und anschliessend durch Inkubation mit einer 

Trypsin-Lösung (0.05 % Trypsin, Invitrogen, Darmstadt) vom Boden der Kulturschale gelöst. 

Dieser Vorgang wurde durch die Zugabe von Medium gestoppt. Die Zellen wurden 

zentrifugiert (5 min, 300 g) und das Pellet in frischem Medium resuspendiert. Ein Zehntel 

dieser Suspension wurde in ein neues Kulturgefäß überführt und mit ausreichend Medium 

versehen. 

6.1.1.2 Bestimmung der Lebendzellzahl 

Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zählkammer (Brand, Wertheim) 

bestimmt. 100 µl einer gründlich in PBS resuspendierten Zellkultur wurden mit der gleichen 

Menge einer Trypanblau-Lösung vermischt. Der Farbstoff dringt in tote Zellen ein, wodurch 

diese leicht von den lebenden, leuchtend transparenten Zellen zu unterscheiden sind. Die 

ermittelte Zellzahl n der in 2x16 Kleinquadraten gezählten Zellen entspricht dabei, unter 

Berücksichtigung der Verdünnung, einer Konzentration von nx104 Zellen pro ml. 

6.1.2 Prokaryotische Zellen 

Die Anzucht von E. coli Bakterienkulturen erfolgte in LB0-Flüssigmedium oder auf LB0-

Agarplatten. Zur Selektion positiver Transformanden wurden dem Medium Ampicillin 
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(100 µg/ml) oder Kanamycin (25 µg/ml) zugesetzt bzw. LBAmp- oder LBKana-Platten 

verwendet. 

Die Anzucht von TG1-Zellen zur Phagenproduktion und Titerbestimmung erfolgte auf M9-

MM-Platten oder in M9-MM-Flüssigmedium. 

6.2 Molekularbiologische Methoden 

6.2.1 DNA-Methoden 

6.2.1.1 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA 

Zur Charakterisierung hergestellter Subklone erfolgte die Isolierung der Plasmid-DNA nach 

dem Protokoll der Alkalischen Schnelllyse (Minipräp, nach Birnboim & Doly, 1979). Für die 

Transfektion eukaryotischer Zellen wurde die benötigte Plasmid-DNA über „QIAGEN-tip‛-

Säulen (Anionenaustauscherchromatographie) nach Angaben des Herstellers (Qiagen, 

Hilden) gereinigt. Je nach gewünschter Ausbeute wurden Midi-(„QIAGEN-tip 100‛) oder 

Maxi-(„QIAGEN-tip 500‛) Säulen verwendet. Die DNA wurde nach der Elution mit 10 mM 

Tris/HCl pH 8.0 aliquotiert und bei -20°C gelagert.  

6.2.1.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA 

Die Quantität und Qualität von Plasmid-DNA wurde nach Aufreinigung im Nanodrop 

(Peqlab, Erlangen) mittels UV-Absorption vermessen. Hierzu wurden 1.5 µl der in Tris/HCl 

pH 8.0 aufgenommenen DNA auf das optische Podest des Geräts pipettiert, das vorher mit 

Tris/HCl pH 8.0 kalibriert wurde. Die Software des Gerätes berechnet Konzentration und 

Qualitätsparameter der DNA. Das Verhältnis OD260nm/OD280nm sollte zwischen 1.8 und 2.0 

liegen. 

6.2.1.3 Enzymatische Spaltung von Nukleinsäuren 

Zur Analyse der aus E. coli isolierten Plasmid-DNA sowie für präparative Zwecke wurde die 

DNA mit Restriktionsendonukleasen enzymatisch geschnitten. Eine Einheit (U) bezeichnet 

dabei die Enzymaktivität, die benötigt wird, um 1 µg λ-DNA in einer Stunde bei optimalen 

Temperatur-, Puffer- und pH-Bedingungen vollständig zu schneiden. Zur Charakterisierung 

gereinigter Plasmid-DNA wurde 1 µg DNA mit 10 U Restriktionsendonuklease (New 

England Biolabs, Schwalbach/Taunus) und 1/10 Volumen des entsprechenden 
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Restriktionspuffers gemäß Herstellerangaben in einem 20µl Ansatz für 1h bei angegebener 

Temperatur geschnitten. 

Für präparative Zwecke wurden in einem Standardansatz 2 bis 5 µg Plasmid-DNA mit je 

25 U Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von 50 µl ebenfalls mit 1/10 Volumen 

Restriktionspuffer für 2 h bei entsprechender Temperatur inkubiert. 

6.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung linearisierter DNA-Fragmente (100 bp bis 10 kb) hinsichtlich ihrer Länge 

erfolgte in Agarose-Gelen bei konstanter Spannung (5 V/cm). Je nach errechneter Größe der 

DNA-Fragmente wurde zwischen 0.8 % und 2.0 % Agarose in TBE-Puffer eingewogen, unter 

Aufkochen in der Mikrowelle gelöst und mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration 

von 50ng/ml versetzt. Die DNA-Fragmente wurden mit 1/10 Volumen DNA-Auftragspuffer 

versetzt und zur Abschätzung der Fragmentgröße zusammen mit einem entsprechenden 

DNA-Längen-Standard von NEB aufgetragen. Die Detektion der DNA erfolgte mit Hilfe 

eines UV-Durchlichtschirms (Bachhofer Laboratoriumsgeräte, Reutlingen) bei einer 

Wellenlänge von 312 nm. 

6.2.1.5 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten 

Um reine DNA zu erhalten, wurden elektrophoretisch aufgetrennte Fragmente aus dem Gel 

ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des „QIAquick Gel Extraction Kits‚ (Qiagen, Hilden) 

nach Angaben des Herstellers isoliert. 

6.2.1.6 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 

Die verwendeten Vektoren wurden stets mit dem Enzym Alkalische Phosphatase (CIP = calf 

intestine phosphatase; Roche, Mannheim) behandelt, um die Phosphate freier 5´-Enden zu 

entfernen. Dreißig Minuten vor Ende des Restriktionsverdaus wurden dem Ansatz jeweils 

2 U CIP zugegeben. Auf diese Weise wird eine Religierung des Vektors verhindert. 

6.2.2 Herstellung der Plasmide 

Für die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte wurde das jeweilige Insert 

entweder mit Hilfe entsprechender Restriktionsenzyme endonukleolytisch aus einem Vektor 

gespalten oder durch PCR-Amplifikation generiert, wobei entsprechende 

Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme an die eingesetzten Oligonucleotide 
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fusioniert waren. In beiden Fällen wurde die DNA nach gelelektrophoretischer Auftrennung 

isoliert, mit einem entsprechend präparierten Zielvektor ligiert und der Ligationsansatz in 

kompetente Bakterien transformiert. 

6.2.2.1 Prokaryotische Expressionsplasmide 

Zielvektor Insert Schnittstellen Konstrukt 

pGEX-KG Rev 

Template: pcRev 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI & Rev-rev-HindIII* 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev 

pGEX-KG Rev∆1-34 

Template: pcRev 

Primer: Mut_1 rev-fwd-EcoRI AS35 & Rev-rev-

HindIII* 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆1-34 

pGEX-KG Rev∆18-24 

Template: pcRev 

Primer Fragment 1: Mut_2 rev-fwd EcoRI & Rev-

rev AS17 

Primer Fragment 2: Rev-fwd AS25 & Rev-rev-

HindIII* 

Primer für Fusion: Mut_2 rev-fwd EcoRI & Rev-

rev-HindIII* 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆18-24 

pGEX-KG Rev∆54-60 

Template: pcRev 

Primer Fragment 1: Mut_2 rev-fwd EcoRI & Rev-

rev AS53 

Primer Fragment 2: Rev-fwd AS61 & Rev-rev-

HindIII* 

Primer für Fusion: Mut_2 rev-fwd EcoRI & Rev-

rev-HindIII* 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆54-60 

pGEX-KG Rev∆Double 

Template: pcRev 

Primer Fragment 1: Mut_2 rev-fwd EcoRI & Rev-

rev AS17 

Primer Fragment 2: Rev-fwd AS25 & Rev-rev AS53 

Primer Fragment 3: Rev-fwd AS61 & Rev-rev-

HindIII* 

Primer für Fusion Fragment 1&2: Mut_2 rev-fwd 

EcoRI & Rev-rev AS53 = Fragment 4 

Primer für Fusion Fragment 3&4: Mut_2 rev-fwd 

EcoRI & Rev-rev-HindIII* 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆Double 

pGEX-KG Rev∆64-116 

Template: pcRev 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI &  Rev-rev AS63-

HindIII 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆64-116 
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pGEX-KG Rev-His 

Template: pcRev 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI & RGS-6xHIS-Rev-

rev 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev-His 

pGEX-KG Rev∆1-34-His 

Template: pcRev 

Primer: Mut_1 rev-fwd-EcoRI AS35 & RGS-6xHIS-

Rev-rev 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆1-34-His 

pGEX-KG Rev∆18-24-His 

Template: pGEX-Rev∆18-24 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI & RGS-6xHIS-Rev-

rev 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆18-24-His 

pGEX-KG Rev∆54-60-His 

Template: pGEX-Rev∆54-60 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI & RGS-6xHIS-Rev-

rev 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆54-60-His 

pGEX-KG Rev∆Double-His 

Template: pGEX-Rev∆ Double 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI & RGS-6xHIS-Rev-

rev 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆Double-His 

pGEX-KG Rev∆64-116-His 

Template: pcRev 

Primer: Mut_2 rev-fwd EcoRI & AS63-RGS-6xHIS-

Rev-rev - 

EcoRI/HindIII pGEX-Rev∆64-116-His 

pGEX-KG Sam80 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: 80aa-Peptid1 EcoRI & 80aa-Peptid2 SalI 

rev 

EcoRI/SalI pGEX-Sam80 

pGEX-KG SamR1 

Template: pcHA-Sam80 

Primer: 80aa-Peptid1 EcoRI & 

80aa-Peptid1 SalI rev 

EcoRI/SalI pGEX-SamR1 

pGEX-KG SamR2 

Template: pcHA-Sam80 

Primer: 80aa-Peptid2 EcoRI & 

80aa-Peptid2 SalI rev 

EcoRI/SalI pGEX-SamR2 

pGEX-KG GXI 

Template: pSEX-GXI, isolierte Sequenz aus Bio-

Panning 

Primer: Klon42GXI EcoRI fwd & Klon42GXI SalI 

rev 

EcoRI/SalI pGEX-GXI 

pGEX-KG GXI* 

Template: pGEX-GXI 

Primer: Klon42GXI EcoRI fwd & K42 Fus Glu rev 

EcoRI/SalI pGEX-GXI* 
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Template: pSEX-SamR2 

Primer: K42 Fus Glu fwd & 80aa-Peptid2 SalI rev 

Primer für Fusion: Klon42GXI EcoRI & 80aa-

Peptid2 SalI rev 

6.2.2.2 Eukaryotische Expressionsplasmide 

Zielvektor Insert Schnittstellen Konstrukt 

pcDNA3.1(+) HA-Sam68∆330-443 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: HA-Sam68-fwd KpnI & Sam68-rev 

delta C EcoRI 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam68∆330-443 

pcDNA3.1(+) HA-Sam68∆321-330 

Template: pcHA-Sam68 

Primer Fragment 1: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam68-rev AS320-U331 

Primer Fragment 2: Sam68-fwd AS331-U320 

& Sam68-EcoRI rev 

Primer für Fusion: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam68-EcoRI rev 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam68∆321-330 

pcDNA3.1(+) HA-Sam68∆321-410 

Template: pcHA-Sam68 

Primer Fragment 1: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam68-rev AS320-U411 

Primer Fragment 2: Sam68-fwd AS411-U320 

& Sam68-EcoRI rev 

Primer für Fusion: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam68-EcoRI rev 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam68∆321-410 

pcDNA3.1(+) HA-Sam68∆321-443  

Template: pcHA-Sam68 

Primer: HA-Sam68-fwd KpnI & Sam68-

AS320-rev EcoRI 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam68∆321-443 

pcDNA3.1(+) HA-Sam68∆330-410 

Template: pcHA-Sam68 

Primer Fragment 1: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam68-rev AS329-U411 

Primer Fragment 2: Sam68-fwd AS411-U329 

& Sam68-EcoRI rev 

Primer für Fusion: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam68-EcoRI rev 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam68∆330-410 

pcDNA3.1(+) HA-Sam80 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: HA-Sam80-fwd KpnI & Sam80-XbaI 

rev 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam80 

pcDNA3.1(+) HA-Sam68-Rev-Strep 

Template: pcHA-Sam68 

KpnI/EcoRI pcHA-Sam68-Rev-Strep 
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Primer Fragment 1: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Sam-Rev-rev Fus 

Template: pcRev 

Primer Fragment 2: Sam-Rev-fwd-Fus & 

Rev-rev Strep-EcoRI 

Primer für Fusion: HA-Sam68-fwd KpnI & 

Rev-rev Strep-EcoRI 

pEYFP-C1 Sam68∆330-443 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: Sam68-fwd EcoRI & Sam68-rev 

delta C KpnI 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68∆330-443 

pEYFP-C1 Sam68∆321-330 

Template: pcHA-Sam68 

Primer Fragment 1: Sam68-fwd EcoRI & 

Sam68-rev AS320-U331 

Primer Fragment 2: Sam68-fwd AS331-U320 

& Sam68-rev KpnI 

Primer für Fusion: Sam68-fwd EcoRI & 

Sam68-rev KpnI 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68∆321-330 

pEYFP-C1 Sam68∆321-410 

Template: pcHA-Sam68 

Primer Fragment 1: Sam68-fwd EcoRI & 

Sam68-rev AS320-Ü411 

Primer Fragment 2: Sam68-fwd AS411-Ü320 

& Sam68-rev KpnI 

Primer für Fusion: Sam68-fwd EcoRI & 

Sam68-rev KpnI 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68∆321-410 

pEYFP-C1 Sam68∆321-443 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: Sam68-fwd EcoRI & Sam68-rev 

AS320 KpnI 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68∆321-443 

pEYFP-C1 Sam68 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: Sam68-fwd EcoRI & Sam68-rev 

KpnI 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68 

pECFP-C1 Sam68 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: Sam68-fwd EcoRI & Sam68-rev 

KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Sam68 

pEYFP-C1 Sam68∆330-410 

Template: pcHA-Sam68∆330-410 

Primer: Sam68-fwd EcoRI & Sam68-rev 

KpnI 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68∆330-410 

pEYFP-C1 Sam68∆410-443 

Template: YFP-Sam68 & HA-Sam68∆410-

443 

EcoRI/KpnI pEYFP-Sam68∆410-443 
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Verdau mit EcoRI & KpnI 

pEYFP-C1 Sam80 

Template: pcHA-Sam68 

Primer: 80aa-Peptid1 EcoRI & 80aa-Peptid2 

SalI rev 

EcoRI/SalI pEYFP-Sam80 

pEYFP-C1 SamR1 

Template: pcHA-Sam80 

Primer: 80aa-Peptid1 EcoRI & 

80aa-Peptid1 SalI rev 

EcoRI/SalI pEYFP-SamR1 

pEYFP-C1 SamR2 

Template: pcHA-Sam80 

Primer: 80aa-Peptid2 EcoRI & 

80aa-Peptid2 SalI rev 

EcoRI/SalI pEYFP-SamR2 

pECFP-C1 SamR1 

Template: pcHA-Sam80 

Primer: 80aa-Peptid1 EcoRI & 

80aa-Peptid1 SalI rev 

EcoRI/SalI pECFP-SamR1 

pECFP-C1 SamR2 

Template: pcHA-Sam80 

Primer: 80aa-Peptid2 EcoRI & 

80aa-Peptid2 SalI rev 

EcoRI/SalI pECFP-SamR2 

pcDNA3.1(+) Rev-Strep 

Template: pcRev 

Primer: Rev-fwd HindIII & Rev-rev Strep-

EcoRI 

HindIII/EcoRI pcRev-Strep 

pcDNA3.1(+) Rev∆1-34-Strep 

Template: pcRev 

Primer: Rev-fwd-HindIII-AS35 & Rev-rev 

Strep-EcoRI 

HindIII/EcoRI pcRev∆1-34-Strep 

pcDNA3.1(+) Rev∆18-24-Strep 

Template: pGEX-Rev∆18-24 

Primer: Rev-fwd HindIII & Rev-rev Strep-

EcoRI 

HindIII/EcoRI pcRev∆18-24-Strep 

pcDNA3.1(+) Rev∆54-60-Strep 

Template: pGEX-Rev∆54-60 

Primer: Rev-fwd HindIII & Rev-rev Strep-

EcoRI 

HindIII/EcoRI pcRev∆54-60-Strep 

pcDNA3.1(+) Rev∆Double-Strep 

Template: pGEX-Rev∆ Double 

Primer: Rev-fwd HindIII & Rev-rev Strep-

EcoRI 

HindIII/EcoRI pcRev∆Double-Strep 

pcDNA3.1(+) Rev∆64-116-Strep 

Template: pcRev 

HindIII/EcoRI pcRev∆64-116-Strep 
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Primer: Rev-fwd HindIII & Rev-rev AS63 

Strep-EcoRI 

pECFP-C1 Rev 

Template: pcRev 

Primer: Rev-fwd-EcoRI & Rev-rev-KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Rev 

pECFP-C1 Rev∆1-34 

Template: pcRev 

Primer: Mut_1 rev-fwd-EcoRI AS35 & Rev-

rev-KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Rev∆1-34 

pECFP-C1 Rev∆18-24 

Template: pGEX-Rev∆18-24 

Primer: Rev-fwd-EcoRI & Rev-rev-KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Rev∆18-24 

pECFP-C1 Rev∆54-60 

Template: pGEX-Rev∆54-60 

Primer: Rev-fwd-EcoRI & Rev-rev-KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Rev∆54-60 

pECFP-C1 Rev∆Double 

Template: pGEX-Rev∆ Double 

Primer: Rev-fwd-EcoRI & Rev-rev-KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Rev∆Double 

pECFP-C1 Rev∆64-116  

Template: pcRev 

Primer: Rev-fwd-EcoRI & Rev-rev AS63-

KpnI 

EcoRI/KpnI pECFP-Rev∆64-116 

pECFP-C1 Rev-linker 

Template: pECFP-Rev 

Primer: pNheI-Rev fwd & pAgeI-linker-Rev 

rev 

AgeI/NheI pERev-CFP 

pEYFP-C1 Rev-linker 

Template: pECFP-Rev 

Primer: pNheI-Rev fwd & pAgeI-linker-Rev 

rev 

AgeI/NheI pERev-YFP 

pECFP-C1 Rev∆1-34-linker 

Template: pECFP-Rev∆1-34 

Primer: pNheI-Rev del1-34 fwd & pAgeI-

linker-Rev rev 

AgeI/NheI pERev∆1-34-CFP 

pECFP-C1 Rev∆18-24-linker 

Template: pECFP-Rev∆18-24 

Primer: pNheI-Rev fwd & pAgeI-linker-Rev 

rev 

AgeI/NheI pERev∆18-24-CFP 

pECFP-C1 Rev∆54-60-linker 

Template: pECFP-Rev∆54-60 

Primer: pNheI-Rev fwd & pAgeI-linker-Rev 

rev 

AgeI/NheI pERev∆54-60-CFP 

pECFP-C1 Rev∆Double-linker AgeI/NheI pERev∆Double-CFP 
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Template: pECFP-Rev∆ Double 

Primer: pNheI-Rev fwd & pAgeI-linker-Rev 

rev 

pECFP-C1 Rev∆64-116-linker 

Template: pECFP-Rev∆ 64-116 

Primer: pNheI-Rev fwd & pAgeI-linker-Rev 

del64-116 rev 

AgeI/NheI pERev∆64-116-CFP 

pECFP-C1 GXI 

Template: pSEX-GXI, isolierte Sequenz aus 

Bio-Panning 

Primer: Klon42GXI EcoRI fwd & Klon42GXI 

SalI rev 

EcoRI/SalI pECFP-GXI 

pECFP-C1 GXI* 

Template: pGEX-GXI 

Primer: Klon42GXI EcoRI fwd & K42 Fus 

Glu rev 

Template: pSEX-SamR2 

Primer: K42 Fus Glu fwd & 80aa-Peptid2 

SalI rev 

Primer für Fusion: Klon42GXI EcoRI & 

80aa-Peptid2 SalI rev 

EcoRI/SalI pECFP-GXI* 

6.2.2.3 Phagemide 

Zielvektor Insert Schnittstellen Konstrukt 

pSEX81 SamR2 

Template: pECFP-SamR2 

Primer: Sam R2 NcoI fwd & SamR2 NotI rev 

NcoI/NotI pSEX-SamR2 

pSEX81 - 

Template: pSEX81 

Primer Fragment 1: pSEXdel NheI & pSEXdel Fus fwd 

Primer Frgament 2: pSEXdel XhoI & pSEXdel Fus rev 

Primer für Fusion: pSEXdel NheI & pSEXdel XhoI 

NcoI/NotI pSEX81∆Ab 

pJH SamR2 

Template: pECFP-SamR2 

Primer: Sam R2 NcoI fwd & SamR2 NotI rev 

NcoI/NotI pJH-SamR2 

6.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Amplifikationen wurden im „iCycler‚ der Firma Biorad (München), im „Mastercycler 

gradient‚ der Firma Eppendorf (Hamburg) oder im „GeneAmp PCR System 2400‚ der Firma 

Perkin Elmer (Rodgau) durchgeführt. Die PCR-Reaktionsansätze wurden in sterilen 0.2 ml 

PCR-Softtubes der Firma Biozym (Hess Oldendorf) nach folgendem Schema angesetzt: 
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Volumen Komponente 

50-100 ng Template-DNA 

1 µl 10 mM dNTP (Obiogene, Heidelberg) 

1 µl 10 µM forward-Oligonucleotid 

1 µl 10 µM reverse-Oligonucleotid 

5 µl 10x Thermopol-Puffer 

1 µl Deep-Vent DNA-Polymerase (2 U/µl) 

ad 50 µl H2Obidest 

 

Die eingesetzte „Deep Vent‚-Polymerase (New England Biolabs, Schwalbach/Taunus) aus 

dem thermophilen Eubakterium Pyrococcus spec. ist eine hitzestabile, hochprozessive 

(45 s/kb), DNA-abhängige DNA-Polymerase mit proof-reading Aktivität. Die Amplifikation 

der DNA fand mittels des angegebenen Drei-Schritt-Temperaturprogrammes statt, das den 

Bedürfnissen der jeweiligen Oligonucleotide und des zu amplifizierenden DNA-Fragments 

angepasst wurde.  

Schritt Temperatur Dauer 

Initiation 95°C 2 min 

30 Zyklen der 3-Stufen-PCR: 

Denaturierung 95°C 45 s 

Annealing ca.56°C * 45 s 

Elongation 72°C 45 s/kb 

Endelongation 72°C 10 min 

 4°C ∞ 

 

*Die Annealingtemperatur  wurde je nach Primerpaar ca. 2°C unter der errechneten Schmelztemperatur Tm 

gewählt. 

6.2.4 Primerannealing 

Das Primerannealing wurde im „Mastercycler gradient‚ der Firma Eppendorf (Hamburg) 

durchgeführt. Hierfür wurde je 1 µg forward-Oligonucleotid und reverse-Oligonucleotid mit 

2 µl 10x Thermopol-Puffer versetzt und auf 20 µl Gesamtansatz mit H2Obidest aufgefüllt. 

Folgendes Programm wurde verwendet: 
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Schritt Temperatur Dauer 

1. 95°C 2 min 

2. 95°C 

-0.5° + 0.00 

R= 3.0°/s + 0.0°/s 

G= 0.0° 

30 s 

 

3. GOTO 2. Rep 80x  

4. Pause ∞ 

6.2.5 Sequenzierung von DNA nach Sanger  

Alle hergestellten Plasmide wurden durch Sequenzierung (Geneart AG, Regensburg) 

verifiziert. Hierzu wurden 200-300 ng DNA mit 1 µl des 10 µM 

Sequenzierungsoligonucleotids versetzt und mit H2Obidest auf 8 µl aufgefüllt.  

6.2.6 Klonierung von DNA 

6.2.6.1 Ligierung von DNA-Fragmenten 

Zu ligierende DNA-Fragmente wurden in den molaren Verhältnissen Vektor zu Insert von 

1:1 bis 1:4 für die Ligierung eingesetzt. Der Standard-Ligierungsansatz von 20µl enthielt 

50 ng Vektor-DNA, 20 U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Schwalbach/Taunus), 1x 

T4-Ligase-Puffer, sowie entsprechende Mengen an Insert-DNA. Die Reaktion erfolgte 

entweder 1 h bei RT oder üN im Eisbad. Der Ansatz wurde anschliessend direkt zur 

Transformation kompetenter E. coli-Zellen eingesetzt. 

6.2.6.2 Ligierung der SamR2-Bibliothek 

Die generierte SamR2-Bibliothek wurde in die entsprechenden Vektoren im molaren 

Verhältnis Vektor zu Insert von 1:2 ligiert. Der Ligierungsansatz von 20µ enthielt 500ng 

Vektor-DNA, 20 U T4-DNA-Ligase (New England Biolabs, Schwalbach/Taunus), 1x T4-

Ligase-Puffer, sowie entsprechende Mengen an Insert-DNA. Die Reaktion erfolgte üN im 

Eisbad. Der Ansatz wurde am nächsten Tag bei 65°C für 10 min hitzeinaktiviert und mit 

Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits aufgereinigt. Durch das Entfernen von Salzen 

sollte die Effizienz in anschliessender Transformation elektrokompetenter, frisch 

hergestellter TG1-Zellen erhöht werden. 
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6.2.6.3 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA 

Kompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 50 ng bis 1 µg Plasmid-DNA 

versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis, in der die DNA an die Zellen 

adsorbiert, wurden die Proben für 1min auf 42°C (Hitzeschock) erwärmt und anschliessend 

2 min auf Eis gestellt. Der Reaktionsansatz wurde dann nach Zugabe von LB0-Medium 1 h 

bei 37°C unter Schütteln inkubiert, um eine Expression des Antibiotikaresistenzgens vom 

eingebrachten Plasmid zu ermöglichen. Um transformierte Einzelkolonien zu erhalten, 

wurde die Bakteriensuspension danach auf geeignete Selektionsplatten ausgestrichen und 

üN bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

6.2.6.4 Elektroporation von TG1-Zellen  

Bei der Elektroporation werden durch einen hohen Spannungs-Puls kurzzeitig Poren in der 

Bakterienhülle induziert. Exogene DNA kann durch diese Poren in das Bakterium 

eindringen. 50 µl elektrokompetene, frisch produzierte TG1-Zellen (6.4.1) wurden mit je 

50 ng des Ligationsansatzes (6.2.6.2) in 10 parallelen Ansätzen versetzt. Zur Elektroporation 

(BioRad Genepulser, BioRad München) wurde die Suspension in auf Eis vorgekühlte 

Küvetten (Spaltbreite: 1 mm, Peqlab Erlangen) überführt. Nach dem Puls (1.25 kV, 25µF, 

200 Ω) wurden die Bakterien sofort in 37°C warmes SOB-Medium aufgenommen und für 

eine Stunde bei 37°C unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz auf SOBAG-

Platten ausplattiert. 

6.3 Proteinbiochemische Methoden 

6.3.1 Rekombinante Expression  

Für die Expression von GST- bzw. GST-6xHis-Fusionsproteinen wurden die entsprechenden 

Konstrukte zunächst in das Expressionsplasmid pGEX-KG kloniert und anschliessend zur 

Transformation des E. coli-Stamms BL21(DE3) eingesetzt. Das zu exprimierende Fusionsgen, 

steht unter der Kontrolle des lac-Promotors, welcher den lac-Operator reguliert wird. Die 

Transkription wird während des Bakterienwachstums durch den lac-Repressor verhindert, 

indem dieser an den lac-Operator bindet. Bindet der lac-Repressor an IPTG so erfährt dieser 

eine Konformationsänderung und dissoziiert vom Operator und vermittelt so die Synthese 

des Fusionsproteins. 
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Eine Einzelkolonie des jeweiligen Stammes wurde in 5ml Flüssigkultur (LBAmp) verimpft und 

üN bei 37°C und 210 rpm geschüttelt. Aus dieser Vorkultur wurde ein entsprechendes 

Volumen in 400 ml LBAmp-Medium angeimpft und bei 37°C unter Schütteln (210 rpm) bis zu 

einer O.D600 von 0.6-0.8 (Adsorptionsmessung im Bio-Rad SmartSpec Plus 

Spectrophotometer, München) herangezogen. Die Proteinproduktion wurde mit 1 mM IPTG 

(Isopropyl-β-D-thiogalactosid) induziert und für 2 h bei 37°C durchgeführt.  

Nach der Produktion der rekombinanten Fusionsproteine wurden die E. coli-Kulturen 

abzentrifugiert (15 min, 6000 g, 4°C). Im Anschluss folgte die Aufreinigung der 

rekombinanten Fusionsproteine (6.3.2). Dabei wurden alle nachfolgenden Versuchsschritte 

auf Eis durchgeführt.  

6.3.2 Affinitätschromatographie 

6.3.2.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 

Nach Produktion des rekombinanten Proteins und anschliessender Zentrifugation wurde 

das Pellet in 20 ml kaltem NETN-Puffer mit 1 mM PMSF (Serin-Proteaseinhibitor, Roche, 

Mannheim) resuspendiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die durch langsames 

Auftauen in kaltem Wasser teilweise lysierten Bakterien wurden dann unter Zugabe von 

1 mg/ml Lysozym für 30 min bei 4°C auf einem Überkopfschüttler (GFL® 3025, Gesellschaft 

für Labortechnik GmbH, Burgwedel) geschüttelt. Der vollständige Aufschluss erfolgte durch 

Ultraschallbehandlung (5 min, 60 %, Cycle 5) mit einer Nadelschwingsonde (Ultraschall-

Homogenisator Bandelin Sonoplus, Bandelin electronic, Berlin). Das Lysat wurde 

anschliessend zentrifugiert (60 min, 20000 g, 4°C), um unlösliche Proteinbestandteile und 

Zelltrümmer abzutrennen.  

Anschliessend erfolgte die selektive Bindung der GST-Fusionsproteine im Proteinüberstand 

an die Affinitätsmatrix Glutathion-Sepharose® (Amersham Biosciences, Freiburg). Dabei 

entsteht ein Enzym-Substrat-Komplex zwischen Glutathion, das über eine Oxirangruppe an 

die Sepharose-Matrix gekoppelt ist, und dem Enzym Glutathion-S-Transferase (GST), 

welches eine Bindestelle für Glutathion besitzt. Somit wird das GST-Fusionsprotein 

reversibel an die Glutathion-Sepharose-Matrix gekoppelt. Für diesen Reinigungsschritt 

wurde eine Säule (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) zunächst mit 5 ml NETN-Puffer 

vorgespült. Anschliessend wurden 1.33 ml 75 %ige Glutathion-Sepharose auf die Säule 

gegeben. Um Alkoholreste zu entfernen, wurde das Säulenmaterial dreimal mit 5ml NETN-
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Puffer gewaschen. Die Matrix wurde in 1-2 ml des löslichen Proteinüberstands resuspendiert 

und in ein 50 ml Falcon-Tube (Falcon, Heidelberg) zu dem restlichen Überstand des 

Bakterienlysats überführt. Die Bindung der Fusionsproteine an die Affinitätsmatrix erfolgte 

im Batch-Verfahren üN bei 4°C auf einem Überkopfschüttler.  

Die Ansätze wurden am nächsten Tag 10 min bei 500 g, RT abzentrifugiert. 15 ml des 

Überstands wurden verworfen, die Glutathion-Sepharose im restlichen Überstand 

resuspendiert und in die Säule überführt. Vor der Elution wurde die Matrix 3x mit jeweils 

5 ml NETN-Puffer sowie 3x mit jeweils 5 ml GST-Waschpuffer gewaschen. Die Elution der 

rekombinanten GST-Fusionsproteine erfolgte in 3 Schritten durch Zugabe von je 1 ml GST-

Elutionspuffer und anschliessender Inkubation für 10 min. Das Säulenmaterial wurde nach 

der Elution mit 1 ml 20 % EtOH gewaschen, erneut mit 1 ml 20 % EtOH aufgefüllt und bei 

4°C zur Wiederverwendung aufbewahrt.  

Zur Dokumentation der Reinigung wurden bei allen Reinigungsschritten Aliquots 

entnommen und durch eine SDS-PAGE-Analyse mit Coomassie-Färbung analysiert. 

6.3.2.2 Aufreinigung von GST-6xHis-Fusionsproteinen 

Die Aufreinigung von GST-6xHis-Fusionsproteinen erfolgte zunächst nach dem 

Aufreinigungsprotokoll für GST-Fusionsproteine (6.3.2.1). Die Elutionsfraktionen wurden 

anschliessend 2x gegen je 1.8 l 6xHis-Lysepuffer dialysiert, gepoolt und der Aufreinigung 

von Polyhistidin-Fusionsproteinen über eine Ni-NTA-Agarose-Matrix unterzogen. Die 

Aufreinigungsprozedur von 6xHis-Fusionsproteinen beruht auf ionischen 

Wechselwirkungen. Vier der sechs Koordinationsstellen des Ni2+-Ions werden dabei von 

Nitrilotriessigsäure (NTA) besetzt, die wiederum an die Agarosematrix gebunden ist. Das 

6xHis-Fusionsprotein bindet über jeweils zwei seiner sechs Histidinreste an die 

verbleibenden zwei Koordinationsstellen des Ni2+-Ions. Hierzu wurde zunächst die Säule, 

auf die dann 2 ml der Ni-NTA-Agaroselösung überführt wurden, mit je 5 ml 6xHis-

Lysepuffer vorgespült. Die Matrix wurde in den gepoolten Elutionsfraktionen resuspendiert 

und in ein 50 ml Falcon-Tube überführt. Die Bindung der Fusionsproteine an die 

Agarosematrix erfolgte für 1 h bei RT auf einem Überkopfschüttler. Anschliessend wurde die 

Agarosematrix mit dem gebundenen Fusionsprotein auf die Säule überführt. Es folgte 

dreimaliges Waschen der Matrix mit je 5 ml 6xHis-Lysepuffer, sowie je 5 ml 6xHis-

Waschpuffer. Die Elution des Fusionsproteins von der Affinitätsmatrix erfolgte mittels 
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kompetitiver Verdrängung durch Imidazol. Hierzu wurden 3x jeweils 1 ml des 6xHis-

Elutionspuffers auf die Säule gegeben und 10 min inkubiert. Die Elution des Fusionsproteins 

verlief mit einer Flussrate von ca. 0.2 ml pro min. Die Ni-NTA-Matrix wurde danach mit 

1 ml 20 % EtOH gewaschen, erneut mit 1 ml 20 % EtOH aufgefüllt und bei 4°C aufbewahrt.  

Zur Dokumentation der Reinigung wurden bei allen Reinigungsschritten Aliquots 

entnommen und durch eine SDS-PAGE-Analyse (6.3.4) mit Coomassie-Färbung analysiert. 

6.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung  

Die Konzentration der aufgereinigten Fusionsproteine sowie die Proteinkonzentration von 

Zelllysaten wurde mit dem „Bradford Protein Assay‚ nach Angaben des Herstellers (Biorad, 

München) bestimmt. Nach Bindung des Farbstoffs „Coomassie Brilliant Blue G250‚ kommt 

es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 nach 595 nm, 

die photometrisch registriert wird. Aus dem Vergleich der gemessenen Absorption mit den 

Werten einer BSA-Eichkurve lässt sich die Proteinmenge näherungsweise ermitteln.  

6.3.4 SDS-PAGE  

Bei der SDS (sodium dodecyl sulfate)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden 

Proteine in Gegenwart eines hohen SDS-Überschusses elektrophoretisch nach ihrem 

Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei lagert sich das negativ geladene SDS in konstanten 

Gewichtsverhältnissen an die Proteine an und kompensiert deren Eigenladungen so, dass 

alle Proteine annähernd ihrer Größe entsprechend zur Anode wandern. Die Proteine werden 

zunächst in einem niederprozentigen Sammelgel aufkonzentriert, von welchem alle 

Polypeptide gemeinsam in das eigentliche Trenngel einlaufen. 

Der Aufbau der verwendeten Gelapparaturen und das Gießen der Gele sind der 

Beschreibung des Geräteherstellers (Biometra, Göttingen) zu entnehmen. Die genaue 

Zusammensetzung der Gellösungen zum Gießen eines mittleren Gels (50 cm2, 1 mm dick) ist 

in der folgenden Tabelle zusammengefasst. 

 Sammelgel 

5 %ig 

Trenngel 

10 %ig 

Trenngel 

12.5 %ig 

Trenngel 

15 %ig 

30 % Acrylamid- 

0.8 % Bisacrylamid-Stammlösung 

0.99 ml 

 

6 ml 7.5 ml 

 

9 ml 

1.88 M Tris/HCl pH 8.8 - 3.6 ml 3.6 ml 3.6 ml 

0.625 M Tris/HCl pH 6.8 1.2 ml - - - 
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0.5 % SDS-Lösung 1.2 ml 3.6 ml 3.6 ml 3.6 ml 

H20 2.61 ml 4.8 ml 3.3 ml 0.3 ml 

N,N,N`, N`-Tetramethylendiamin 

(TEMED) 

6 µl 15 µl 15 µl 15 µl 

10 % Ammoniumpersulfatlösung (APS) 30 µl 90 µl 90 µl 90 µl 

 

Pro Ansatz wurden 50 µg bis 100 µg Protein mit ¼ Volumen 5-fach oder 2-fach 

konzentriertem SDS-Probenpuffer versetzt und 5min bei 95°C denaturiert. Als 

Molekulargewichtsstandard diente der „Precision Plus Protein Standard" (BIORAD, 

München) oder der „Page RulerTM Plus Prestained Protein Ladder‚ (Fermentas, St. Leon-

Rot). Die Elektrophorese erfolgte im SDS-PAGE-Laufpuffer bei 10 bis 20 mA.  

Die Färbung von SDS-PA-Gelen erfolgte mit einer Coomassie-Färbelösung unter Schwenken 

für 20-30 min. Entfärbt wurde durch Inkubation üN mit der Entfärbe-Lösung. 

6.3.5 Western Blotting und Immunodetektion 

Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamid-Trenngel auf eine 

Nitrozellulosemembran („Immobilon NC pure‚, Millipore, Bedford, USA) erfolgte in einer 

„Fast-Blot semidry‚-Apparatur (Biometra, Göttingen) in Transferpuffer nach Angabe des 

Herstellers für 60 min bei einer konstanten Stromstärke von 1.5 mA/cm2. Die denaturierten 

Proteine wandern, entsprechend ihrer nach SDS-Behandlung negativen Ladung, in Richtung 

Anode und werden durch hydrophobe Wechselwirkungen auf der Nitrozellulose 

immobilisiert. 

Zur Überprüfung des erfolgten Proteintransfers und zur Markierung des 

Molekulargewichtsstandards wurden die Proteine reversibel mit Ponceau-S-Lösung 

angefärbt und anschliessend durch Waschen mit TTBS wieder entfärbt. 

Die Absättigung freier und unspezifischer Bindungsstellen auf der Nitrozellulose nach dem 

Proteintransfer erfolgte üN bei 4°C mit einer 5 %-igen Magermilch-Lösung in TBS. Nach dem 

Blockieren wurde die Membran 3x mit TTBS gewaschen, bevor sie 1 h mit einer 

entsprechenden Verdünnung eines primären Antikörpers (5.8) inkubiert wurde. 

Anschliessend wurde die Membran wiederum 3x mit TTBS gewaschen und 1h mit einem 

Enzym-gekoppelten sekundären Antikörper inkubiert (5.8). Die sekundären Antikörper 

besaßen entweder ein horseradish peroxidase (HRP)- oder ein Alkalisches Phosphatase-

Konjugat. So konnte, nach dreimaligem Waschen mit TTBS, die Detektion der Antikörper-
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Antigen-Komplexe auf der Membran entweder mit dem AP-Substrat oder über ECL 

(enhanced chemiluminescence)-Detektion im Geldokumentationssystem Westernblot Imager 

ChemiLux Imager 2008 (Intas, Göttingen) oder im Falle der Alkalischen Phosphatase über 

einen Niederschlag nach Zugabe von NBT/BCIP (Roche, Mannheim) in AP-Färbepuffer 

erfolgen.  

6.3.6 Pull down-Assay 

Der Pull down-Assay ist eine in vitro-Methode zur Verifizierung direkter Interaktionen 

zwischen zwei Proteinen. Der Assay funktioniert nach dem Prinzip der 

Affinitätsaufreinigung und ähnelt sehr stark der Immunopräzipitation, wobei an Stelle von 

Antikörpern aufgereinigte Fusionsproteine verwendet werden.  

Die Bindung der Proteine erfolgte an magnetische Beads (M-270 Epoxy Dynabeads, 

Invitrogen, Hamburg), die an ihrer Oberfläche reaktive Epoxy-Gruppen tragen. Durch 

nukleophile Substitution primärer Amino- und Sulfhydrylgruppen wird eine kovalente 

Bindung zwischen den Beads und dem jeweiligen Protein gebildet. Die Beads wurden 

zunächst in DMSO (Dimethylsulfoxid) aufgenommen, so dass sie in einer Konzentration von 

1*109 Beads/ml vorlagen, und wurden fortan auf Eis gelagert.  

Am Vortag wurden 100 µl Beads in einem 1.5 ml-Eppendorfgefäß zunächst 3x mit 100µl Bead-

Puffer gewaschen. Dazu wurde das Eppendorfgefäß in einem Magnetständer (DYNAL 

Biotech GmbH, Hamburg) platziert, so dass die Beads am Rand konzentriert wurden und der 

Bead-Puffer quantitativ abgenommen werden konnte. Nach erneuter Pufferzugabe wurden 

die Beads durch Vortexen resuspendiert. Die Bindung der Proteine erfolgte in folgendem 

Ansatz: 60 µg Protein ad 100 µl mit Bead-Puffer und 50 µl Ammoniumsulfatpuffer. Die 

Inkubation erfolgte üN bei 4°C in einem Überkopfschüttler. Am nächsten Tag wurde der 

Überstand abgenommen und die Beads 3x mit 1 ml PBS gewaschen und anschliessend in 

500 µl Blockingpuffer für Pull down-Assay für 6 h bei 4°C auf einem Überkopfschüttler 

inkubiert, um alle unbesetzten Bindestellen an den Beads abzusättigen. Danach folgte ein 

sechsmaliges Waschen der Beads mit jeweils 1 ml PBS. An die Beads gebundene Proteine 

wurden mit 500 µl Zelllysat (2.5 mg Gesamtprotein in RIPA) üN bei 4°C auf einem 

Überkopfschüttler inkubiert. Dadurch konnte das Zielprotein seinen Bindepartner einfangen. 

Am nächsten Tag wurde das Zelllysat abgenommen und die Beads 6x mit 1ml PBS 

gewaschen. Anschliessend wurden die Ansätze mit 50 µl 2x SDS-Probenpuffer versetzt und 
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bei 95°C für 5 min aufgekocht. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE (6.3.4) und Western 

Blotting (6.3.5). 

6.3.7 Co-Immunopräzipitation 

Immunopräzipitationen eignen sich zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen in vivo. 

Diese Technik macht sich die Fähigkeit von Antikörpern zu Nutze, ihr Antigen spezifisch zu 

erkennen und zu binden. Dabei wird auch jedes zelluläre Protein, das mit dem Antigen 

interagiert, isoliert. Protein-A-Sepharose-Beads werden benutzt, um die Antigen-Antikörper 

Komplexe von anderen Proteinen zu trennen. Protein A ist ein Protein, welches auf der 

Oberfläche von Staphylococcus aureus-Zellen gefunden wurde und die Fähigkeit besitzt, den 

Fc-Teil von Antikörpern zu binden.  

Für die Co-Immunopräzipitation wurde die benötigte Menge an Protein-A-Sepharose 

(Sigma, St. Louis, USA) mit IP-Puffer auf eine Endkonzentration von 30 mg/ml eingestellt, 

zum Quellen 30 min bei RT inkubiert und danach abzentrifugiert (5 min, 7697 g, RT). Das 

Pellet wurde zur Absättigung unspezifischer Bindestellen in Blockingpuffer für Co-IP ad 

30 mg/ml resuspendiert und 1 h bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde anschliessend 

insgesamt 3x gewaschen, indem es jeweils in 1 ml IP-Puffer resuspendiert, anschliessend 

abzentrifugiert und der Überstand verworfen wurde. Das Pellet wurde wieder in IP-Puffer 

ad 30 mg/ml resuspendiert. Die gequollene Protein-A-Sepharose ist eine Woche bei 4°C 

haltbar.  

Pro Ansatz wurden 100 µl der Suspension (entsprechend 3 mg) in ein 1.5 ml- 

Eppendorfgefäß gegeben, mit 2 µg Antikörper versetzt und mit IP-Puffer auf ein 

Gesamtvolumen von 1ml gebracht. Es folgte ein einstündiger Inkubationsschritt bei 4°C auf 

einem Überkopfschüttler. Der Ansatz wurde anschliessend abzentrifugiert, um nicht 

gebundene Antikörper mit dem Überstand abzunehmen. Im Pellet befanden sich die mit 

Antikörper beladenen Protein-A-Sepharose Beads. Das Pellet wurde insgesamt 3x 

gewaschen, indem es jeweils in 1 ml IP-Puffer resuspendiert, anschliessend abzentrifugiert 

und der Überstand verworfen wurde. Der Ansatz wurde dann mit 1 ml Antigen-Lösung 

(500 µg Gesamtprotein) üN bei 4°C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Am nächsten Tag 

folgte eine Zentrifugation, um nicht gebundenes Antigen im Überstand abzutrennen. Das 

Pellet wurde fünfmal mit je 1 ml IP-Puffer gewaschen. Der an Protein-A-Sepharose 

gebundene Antigen-Antikörper Komplex wurde zuletzt je nach Bedarf in einem bestimmten 
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Volumen an 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und bei 95°C für 5 min aufgekocht. Die 

Analyse erfolgte anschliessend durch SDS-PAGE und Western Blot (6.3.4 und 6.3.5). 

6.3.8 p24-ELISA 

Der p24-ELISA dient zur Quantifizierung des HIV-Capsid-Proteins p24 in  

Zellkulturüberständen. Hierzu wurden zunächst die Zellkulturüberstände zur Abtrennung 

von Zelltrümmern zentrifugiert (5 min, 300 g, RT), der Überstand zur Inaktivierung und 

Lyse der HI-viralen Partikel mit 1/10 Volumen Triton X-100 für 30 min inkubiert und bis zur 

Verwendung bei -20°C gelagert.  

Zu Beginn wurden 96-well MaxiSorp-Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) bei 4°C üN mit 

100 µl einer 1:4000-Verdünnung des CA (p24)-spezifischen monoklonalen M01-Antikörpers 

in Coating-Puffer inkubiert. Für die Erstellung der Standardgeraden wurde ein p24-Standard 

seriell 1:2 verdünnt (5000–19.5 pg/ml). Die Zellkulturüberstände wurden in folgenden 

Verdünnungen 1:10, 1:100 bzw. 1:1000 eingesetzt. Die unterschiedlichen Verdünnungen 

wurden in dem Medium erstellt, das auch für die Kultivierung von 293T-Zellen 

Verwendung fand. Je 100 µl aller Verdünnungen wurden nach dreimaligem Waschen der 

Mikrotiterplatten mit PBS/T aufgetragen und anschliessend 1 h bei 37°C inkubiert. 

Anschliessend wurden die Mikrotiterplatten 6x gewaschen und je 100 µl einer Verdünnung 

des biotinylierten 37G12-Antikörpers (1:10000 in PBS/1 % BSA) aufgetragen und eine weitere 

Stunde bei RT inkubiert. Nach weiteren zehn Waschschritten wurde eine 1:10000 Mischung 

des Streptavidin-HRP-Konjugats (1:10000 in PBS/1 % BSA) zugegeben und für 30 min bei RT 

inkubiert. Nach 10x Waschen mit TTBS wurden die Antikörperkonjugate mit 100 µl einer 

1:1-Verdünnung TMB-Substratlösung detektiert. Die Farbreaktion wurde mit 50 µl 1 N 

H2SO4 abgestoppt und die Adsorption mit einem Spektrophotometer (Biorad, Modell 680 

Microplate Reader, München) bei 450 nm gemessen. Mit Hilfe der Standardgeraden konnte 

anschliessend die p24-Konzentration bestimmt werden. 

6.4 Phagen-Display 

6.4.1 Herstellung kompetenter Bakterien 

Zur Vermehrung von Bakteriophagen wurde der E. coli K12 Stamm TG1 verwendet. Dieser 

besitzt die Fähigkeit, F-Pili (F-Plasmid) auszubilden und kann somit vom Bakteriophagen 

M13 infiziert werden. Durch Kultivierung auf M9-MM-Medium konnte auf das F-Plasmid 
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mit dem Auxotrophie-Marker proAB, der zur Synthese der Aminosäure Prolin nötig ist, 

selektioniert werden. Desweiteren kann dieser Suppressorstamm das Amber-Stopp-Codon 

(TAG) überlesen, da er eine entsprechende tRNA besitzt, welche für die Aminosäure 

Glutamin codiert.  

Für die Herstellung elektrokompetenter TG1-Zellen wurden diese aus einer Vorkultur in 

M9-MM-Medium mit einer OD600 von 0.01 in LB0-Medium angeimpft und bei 18°C bis zu 

einer OD600 von 0.2 bis 0.25 bei 220 rpm geschüttelt.  Die Zellen wurden anschliessend einem 

dreiminütigen Hitzeschock bei 37°C unterworfen, erneut bei 18°C für 20 min geschüttelt und 

im Eisbad abgekühlt. Die eiskalte Bakterien-Suspension wurde in 50 ml Falcon-Tubes 

(Falcon, Heidelberg) überführt und bei 4°C für 5 min bei 2000 g abzentrifugiert. Das Pellet 

wurde in 10 ml 7 %iger (v/v) DMSO-Lösung aufgenommen und erneut zentrifugiert. 

Anschliessend wurde das Pellet 2x in 5 ml 7 % DMSO aufgenommen und abzentrifugiert. 

Zuletzt wurden die Bakterien in je 500 µl DMSO-Lösung aufgenommen und in 100 µl-

Ansätze aliquotiert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Bakterien auf Eis gelagert, 

wobei die Zeitspanne möglichst gering gehalten werden sollte. Um eine hohe 

Transformationseffzienz für die Herstellung einer Bibliothek zu erreichen, wurden die TG1-

Zellen am Tag der Transformation hergestellt. Deweiteren wurde ein Teil der TG1-Zellen für 

Standard-Transformationen im flüssigem Stickstoff schockgefroren.  

Alle Arbeiten zur Herstellung elektrokompetenter TG1-Bakterien wurden im Kühlraum mit 

vorgekühlten Materialien und Reagenzien durchgeführt.  

6.4.2 Produktion von Phagenüberständen  

Zur Produktion von Phagenüberständen wurden 10ml YT-AG-Medium in einem 50ml 

Falcon-Tube aus einer Glycerinkultur oder einer Kolonie TG1-Zellen, in die das gewünschte 

Konstrukt transformiert worden war, angeimpft und bei 37°C unter Schütteln bei 220rpm bis 

zu einer OD600 von 0.4 (frühe logarithmische Phase) inkubiert. Die TG1-Zellen wurden 

anschliessend mit 1010 cfu (colony forming units) des Helferphagen M13K07 (GE Healthcare, 

München) oder des Hyperphagen  (Progen, Heidelberg) infiziert und weitere 30min unter 

Schütteln bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte durch Mediumwechsel eine zusätzliche 

Selektion auf den Helferphagen und das Phagmid. Hierzu wurden die Bakterien gewaschen 

(Zentrifugation bei 5500 g, 10 min, RT, Resuspendierung des Pellets in 5 ml YT-AK), 

pelletiert (5500 g, 10 min, RT) und in 10 ml YT-AK aufgenommen. Die Produktion der 
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Phagenüberstände erfolgte bei 30°C üN für Einzelphagenüberstände bzw. für 5 h bei 

Phagengemischen, um zu verhindern, dass einzelne Phagen aufgrund eines 

Selektionsvorteils überproportional häufig vertreten sind. Anschliessend wurden die 

Phagenüberstände bei 5500 g für 10 min pelletiert, durch einen 0.45 µm-Filter sterilfiltriert 

und bei 4°C zur direkten Weiterverwendung gelagert oder bei -20°C eingefroren. 

6.4.3 Titration 

Die Titration der Phagenüberstände konnte auf LBAmp-Platten durchgeführt werden, da M13 

kein lysogener Phage ist und dieser während der Infektion die Ampicillin-Resistenz des 

Phagemids erwirbt. Somit können infizierte Bakterien auf LBAmp-Platten zu Kolonien 

heranwachsen. Der infektiöse Titer von M13-Phagen-Überständen kann daher als „Kolonie-

bildende Einheiten pro ml‚ (colony forming units/ml = cfu/ml) angegeben werden.  

Zur Titerbestimmung wurden TG1-Zellen aus einer M9-MM-Vorkultur in LB0-Medium 

überimpft, bei 37°C unter Schütteln bei 220rpm bis zu einer optischen Dichte von 0.4 bis 0.5 

inkubiert und dann auf Eis maximal drei Tage gelagert. Bei jeder Titerbestimmung wurde 

stets ein Referenzphage zur Normierung (willkürlich gewählter Phagenüberstand mit der 

Bezeichnung „p6-9‚, Titer eingestellt auf 1x1012 cfu/ml) mitgeführt. Die Phagenüberstände 

wurden seriell in LB0-Medium verdünnt (Verdünnungen 1:104 bis 1:107) und je 4 µl davon zu 

200µl TG1-Zellen gegeben, die zuvor für 10 min bei 37°C inkubiert worden waren. Die 

Infektion erfolgte für 30min bei 30°C ohne Schütteln. Anschliessend wurden je 50 µl der 

Bakterien-Phagen-Suspension auf SOBAG-Platten ausplattiert und üN bei 30°C bebrütet. Der 

Titer errechnete sich nach folgender Formel:  

Titer (cfu/ml) = Zahl der Kolonien x Verdünnungsfaktor x Korrekturfaktor / 0.004 ml 

Der Korrekturfaktor errechnete sich wie folgt:   

Titer (cfu/ml) = [Titer (Phagen-Überstand X) / Titer (Phagen-Überstand p6-9)] x 1012 

Die Titerbestimmung wurde in parallelen Ansätzen in Duplikaten durchgeführt und der 

Mittelwert bestimmt.  

6.4.4 PEG-Fällung 

Zur Aufkonzentrierung der Phagenüberstände wurden diese mit ⅕ Volumen einer 

PEG/NaCl-Lösung vermischt und 30 min auf Eis inkubiert. Anschliessend wurden die 

Ansätze 10min bei 14.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das 
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Pellet in 5-fachen SDS-Probenpuffer für eine anschliessende SDS-PAGE mit Western Blotting 

aufgenommen. 

6.4.5 Bio-Panning 

Das Bio-Panning wurde zur Selektion hochaffiner SamR2 Varianten eingesetzt. Hierfür 

wurde das rekombinant hergestellte Zielprotein GST-Rev an magnetische Dynabeads (M-270 

Epoxy Dynabeads, Invitrogen, Hamburg) gebunden und mit der SamR2-Phagenbibliothek 

inkubiert. Gebundene Phagen wurden nach intensivem Waschen durch einen pH-Sprung 

von den Dynabeads eluiert und zur Infektion und Amplifikation  mit TG1-Zelllen inkubiert. 

Hochaffine Varianten wurden durch DNA-Isolierung und Sequenzierung bestimmt.  

Das Bio-Panning gliederte sich in drei Phasen: Coaten der Dynabeads, Phagenselektion, Re-

Amplifizierung. 

1. Coaten der Dynabeads: 

100 µl Bead-Lösung wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und in einem 

Magnetständer  (Dynal Biotech GmbH, Hamburg) platziert, so dass der Überstand 

abgenommen werden konnte. Nach dreimaligem Waschen mit Bead-Puffer wurden 10 µg 

Protein in insgesamt 100 µl Bead-Puffer zu den Dynabeads gegeben und 50 µl einer 

Ammoniumsulfatlösung zugesetzt. Der Ansatz wurde üN auf einem Überkopfschüttler bei 

4°C inkubiert. 

2. Panning: 

Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Beads 1 h bei RT mit 100 µl 

Blockingpuffer geschüttelt. Zugleich wurde die Phagenbibliothek oder der Phagen-

Überstand aus einer früheren Runde (Titer > 109 cfu/ml) 1:1 mit Blockingpuffer gemischt und 

15 min bei RT geschüttelt. Nach einer Inkubationszeit von 1 h wurde der Überstand im 

Magnetständer wieder abgenommen, die Beads 3x mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen und 

mit der PhagenVerdünnung 1 h unter Schütteln inkubiert. 10 µl der PhagenVerdünnung 

wurden für eine Titerbestimmung  (Aliquot #1) abgenommen, der Rest wurde verworfen. 

Zum Entfernen der unspezifisch oder schwach gebundenen Phagen wurden die Beads 10x 

mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte durch einen pH-Sprung auf 2.2 mit 

100 µl Elutionspuffer bei RT für 10 min unter Schütteln. Die Phagenlösung wurde 

anschliessend im Magnetständer abgenommen und durch Zugabe von 30 µl 1 M Tris-HCl 
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pH 9.0 neutralisiert. Anschliessend wurde ein 10µl-Aliquot für eine Titerbestimmung 

(Aliquot #2) abgenommen. 

3. Re-Amplifizierung: 

Der selektionierte Phagenüberstand wurde zu 3 ml frischen TG1-Zellen OD600 0.4 in ein 

50 ml-Falcon-Tube gegeben (6.4.3). Die Infektion fand unter Schütteln bei 37°C für 45 min 

statt. Dann wurde eine Probe von 100 µl (Aliquot #3) entnommen; die restlichen infizierten 

TG1-Zellen wurden auf großen SOBAG-Platten ausplattiert und üN bei 30°C bebrütet. Am 

nächsten Tag wurden die Kolonien mit YT-AG-Medium von den Platten abgeschwemmt, auf 

eine OD600 von 0.4 eingestellt und die Phagenüberstände produziert (6.4.2).  

Analyse: 

Die produzierten Phagenüberstände wurden zur Qualitätskontrolle anschliessend titriert 

(6.4.3) und in eine neue Runde eingesetzt. Zur quantitativen Analyse des Bio-Pannings 

wurden ebenfalls die abgenommenen Phagenüberstände Aliquot #1-3 titriert. Hochaffine 

Varianten wurden aus einer Anzahl von Kolonien der SOBAG-Platten nach der 

Amplifikation durch DNA-Isolierung und Sequenzierung analysiert. 

6.4.6 Phagen-ELISA 

Die Affinität der amplifizierten Phagenüberstände aus den Panning-Runden sowie der 

einzelnen Varianten wurde mit einem Phagen-ELISA untersucht. Zur Auswertung wurde 

das Modell für eine Protein-Protein-Interaktion in Analogie zur Michaelis-Menten-Kinetik 

verwendet. Hierbei wird die Absorption (Menge gebundener Phagen) gegen den Titer in 

cfu/ml aufgetragen und ergibt eine typische Sättigungskurve bzw. bei halblogarithmischer 

Auftragung eine sigmoide Kurve. 

Hierzu wurden 2 µg Protein (rekombinant hergestelltes GST-Rev) in 100 µl Coating-Puffer in 

jedes well einer 96-well MaxiSorp-Mikrotiterplatte gegeben und diese ÜN bei 4°C inkubiert. 

Am nächsten Tag wurde die Platte 3x mit PBS/T gewaschen. Unspezifische Bindestellen 

wurden durch Inkubation mit je 200 µl Blocking-Puffer pro well für 2 h bei RT abgesättigt. 

Nach Entfernen des Puffers und drei weiteren Waschschritten wurden in parallelen 

Ansätzen je 100µl einer Verdünnungsreihe der Phagenüberstände (1:4er-Schritte, in LB0-

Medium) beginnend bei 1012 cfu/ml über 12 Stufen zugegeben und 1 h bei RT inkubiert. 

Danach wurden überschüssige Phagen durch fünfmaliges Waschen entfernt. Anschliessend 

wurden je 100 µl eines 1:5000 in Blocking-Puffer verdünnten HRP-gekoppelten Anti-M13-
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Antikörpers für 1 h zugegeben. Nach zehnmaligem Waschen wurden pro well 100 µl TMB-

Substrat-Lösung zugegeben. Das Enzym HRP setzt das TMB-Substrat zu einem blauen 

Farbstoff um. Durch Zugabe von 50 µl 1N Schwefelsäure wurde die Reaktion abgestoppt, 

wodurch der Farbstoff nach gelb umschlägt. Die Absorption wurde mit einem 

Spektrophotometer (Biorad, Modell 680 Microplate Reader, München) bei 450 nm gemessen. 

6.5 Zellbiologische Methoden  

6.5.1 Transiente Transfektion 

293T-Zellen lassen sich effizient mit dem Transfektionsreagenz PEI (25 kDa, Polysciences, 

Eppelheim) transfizieren. Polyethylenimine (PEIs) sind kationische Polymere mit der 

Fähigkeit Nukleinsäuren in positiv geladene Partikel zu komplexieren, welche nachfolgend 

mit der anionischen Zelloberfläche interagieren und über Endozytose aufgenommen 

werden. Aufgrund der hohen Ladungsdichte des Polymers wird die DNA aus den 

Lysosomen ins Cytosol freigesetzt und kann in den Zellkern wandern.  Hierzu wurden am 

Vortag 293T-Zellen in entsprechenden Kulturgefäßen ausgesät und für 24h inkubiert.  

Am nächsten Tag erfolgte kurz vor der Transfektion ein Mediumwechsel auf DMEM ohne 

Zusätze. Für die Transfektion der Zellen wurde ebenfalls DMEM-Medium ohne jegliche 

Zusätze vorgelegt, die DNA und PEI in einem Verhältnis von 1:4 zugegeben und der Ansatz 

gründlich gemischt. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT wurde der 

Transfektionsansatz gleichmäßig auf die Zellen gegeben. Anschliessend wurden die Zellen 

zunächst für 4-6 h und nach erneutem Wechsel des Mediums auf DMEM mit Zusätzen, für 

insgesamt 48 h im Brutschrank kultiviert. 

Die unten dargestellte Tabelle zeigt die jeweilige Zellzahl und transfizierte Menge an 

Gesamt-DNA für unterschiedliche Kulturgefäße. 

 

Kulturgefäß Zellzahl Menge DNA (µg) 

6-well 4x105 2 

10 cm-Petrischale 1.5x106 10 

15 cm-Petrischale 7.0x106 30 
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6.5.2 Zelllysate 

Zur Analyse der transienten Expression von Proteinen in eukaryotischen Zellen wurden die 

konfluenten Zellen mit PBS gewaschen und anschliessend quantitativ von der Oberfläche 

des Gefäßes durch Spülen mit PBS gelöst. Nach Zentrifugation bei 300g für 5min und 

zweimaligem Waschen mit 1 ml eiskaltem PBS wurde das Zellsediment zur Proteinanalyse je 

nach Grösse des Zellpellets in 100 bis 500 µl kaltem RIPA-Puffer oder für Co-

Immunopräzipitationen im Co-IP Puffer resuspendiert, wobei diese zuvor mit einem 

Proteaseinhibitor („Complete Mini‚, Roche, Mannheim) Cocktail versetzt wurden, und für 

5min im Bioruptor mit Ultraschall (Bioruptor Diagenode UCD-200, Einstellung "High" 

(320 W), 30 s Puls/Pause) lysiert. Unlösliche Komponenten wurden durch Zentrifugation für 

1 min bei 20800 g bei 4°C abgetrennt.  

6.5.3 FACS- und FRET–Analyse 

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen in einem laminaren Flüssigkeitsstrom einzeln 

mit einem Laser bestrahlt und hinsichtlich ihrer Größe und Granularität charakterisiert. 

Zugleich werden Fluoreszenzmoleküle angeregt, deren Emission bei geeigneter Wahl der 

Filter und Kompensation detektiert wird.  

Sowohl für FACS- als auch FRET-Analysen wurden Zellen 48h nach der Transfektion im  

6-well geernet. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen 

und mit 0.5 ml einer Trypsin-EDTA-Lösung für 2min bei RT inkubiert, um diese von der 6-

well Oberfläche abzulösen. Die Zellen wurden anschliessend mit 1 ml FACS-Puffer versetzt, 

in FACS-Röhrchen überführt und bei 300 g 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet 

wurde erneut in 0.5 ml FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Messung bei 4°C gelagert.  

Die Analysen wurden mit dem Durchflusszytometer FACS-Canto II von Becton Dickinson 

durchgeführt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der „FACSDiva Software‚. Die 

Population lebender Einzelzellen wurde in einer Auftragung der Zellgröße gegen die 

Granularität (forward/side-scatter = FSC/SSC-Plot) dargestellt. Zur Messung der Anzahl 

positiver Zellen und der mittleren Fluoreszenzintensität wurden Auftragungen des 

jeweiligen Fluorochroms gegen die Zellgröße gewählt. Die Basislinie wurde so gelegt, dass 

die Anzahl positiver Zellen bei untransfizierten Zellen 0 betrug; es wurden 10000 Zellen pro 

Ansatz analysiert.  
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Sowohl die Maxima der Exzitation als auch die Emission der verschiedenen Fluorochrome 

sind in der unten dargestellten Tabelle gezeigt.  

Fluorochrom Exzitationsmaximum Emissionmaximum  verwendeter Filter 

GFP 488 nm 507 nm 530/30 nm 

CFP 433 nm 475 nm 450/50 nm 

YFP 513 nm 527 nm 530/30 nm 

 

Die FRET-Analysen dienen der Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen in 

lebenden Zellen. Befinden sich zwei geeignete Fluorophore in räumlicher Nähe (Abstand 

<10 nm), so findet ein Resonanz-Energietransfer (FRET) statt. Dabei überträgt ein Donor-

Fluorophor nach Anregung einen Teil seiner Energie aufgrund des FRET-Effekts an sein 

Akzeptor-Fluorophor, welches die Energie anschliessend als Licht emittiert. Für die 

Analysen wurde das FRET-Donor/Akzeptor-Paar CFP (cyanfluoreszierend) und YFP 

(gelbfluoreszierend) gewählt. Die zu untersuchenden Proteine wurden entweder als CFP- 

oder YFP-Fusionsproteine exprimiert.  

 

Abb. 6.1: Spektrale Eigenschaften von CFP und YFP sowie Parameter zur FACS-Messung. 

Bei Anregung mit dem 405nm-Laser wird im 450/50-Filter die Intensität der CFP-Emission und  im 585/42-Filter 

die Intensität des FRET-Signals gemessen. Mit dem 488 nm-Laser wird nur YFP angeregt, dessen Intensität im 

530/30-Filter gemessen wird. (Die Spektren wurden mit dem „Fluorescence Spectrum Viewer‚ von BD 

Biosciences erstellt).  

 

Die FRET-Messung erfolgte durch Anregung von CFP mit Licht der Wellenlänge 405 nm, 

dessen Emission im Bandpass-Filter 450/50 gemessen werden kann. Zugleich wird die  

Fluoreszenzintensität im Filter 585/42 gemessen. In diesem Bereich wird ebenfalls CFP 

gemessen, zusätzlich auch ggf. YFP, das aber nur durch Resonanz-Energie-Transfer angeregt 

werden kann. Bei einem FRET-Effekt nimmt das Signal des Donors CFP im 450/50-Filter ab 
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und das Signal des Akzeptors YFP im 585/42-Filter enstprechend zu. Das Fluoreszenzsignal 

von YFP wird nach Anregung mit dem 488 nm-Laser zur Kontrolle im 530/30-Filter 

gemessen. So konnte neben dem FRET-Signal gleichzeitig die Expression der CFP-/ YFP-

Fusionsproteine nachgewiesen werden 

6.5.4 Fluoreszenzmikroskopische Analyse 

Für fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden 293T-Zellen auf Deckgläschen in 6-wells 

ausgesät und am nächsten Tag transfiziert. Nach 48 h wurde das Medium abgesaugt und die 

Zellen durch Zugabe von 1 ml PBS gewaschen. Anschliessend wurden die Zellen durch 

fünfzehnminütige Inkubation mit 1 ml einer Fixierlösung auf den Deckgläschen fixiert und 

3x mit 2 ml PBS/T gewaschen. Durch Zugabe von 1 ml einer 0.1 % Triton X-100 Lösung für 

15 min wurde die Zellwand permeabilisiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit PBS/T 

wurden die Zellkerne mit 1 ml einer DAPI-Färbelösung für 15 min angefärbt. Die Zellen 

wurden wieder 3x gewaschen und in einem letzten Schritt mit dest. Wasser gespült. Die 

gefärbten Zellen wurden nun mit 20 µl Eindeckmedium auf Objektträgern fixiert und üN bei 

RT getrocknet.  

Die Analyse der Präparate erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop (Leica DMRX,  

Bildaufnahme: CCD-Kamera Retiga-SRV, QImaging Bildverarbeitung: ImagePro 6.2-

Software, MediaCybernetics) bei 630-facher Vergrößerung.  

6.5.5 HIV-Replikations-Assay  

Der HIV-Replikations-Assay gibt Aufschluss über den Einfluss exprimierter Proteine auf die 

Produktion viraler Partikel. Wird der Replikationszyklus in irgendeiner Weise durch diese 

Proteine beeinträchtigt, so spiegelt sich das in einer veränderten Virusproduktion wieder. 

Man kann aber nicht daraus schlussfolgern, welcher Schritt der Replikation beeinflusst wird. 

Für den Assay wurden entsprechende Konstrukte mit proviraler DNA pNL4-3 in 293T-

Zellen co-transfiziert (6.5.1). 6 h Stunden danach wurde der Überstand abgesaugt, um die 

Transfektionsreagenzien zu entfernen, und frisches Medium mit Zusätzen zugegeben. 48 h 

nach Transfektion wurde die p24-Menge im Überstand nach Inaktivierung mit Triton X-100 

als Maß für die Menge an produzierten Viruspartikeln im p24-ELISA quantifiziert (6.3.8). 

Für den Nachweis der Proteinproduktion wurden Zelllysate der transfizierten Zellen 

geerntet und im Western Blot analysiert (6.3.5 und 6.5.2). 
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8. Anhang 

8.1 Abkürzungsverzeichnis 

A  

A Alanin (Ala) 

Abb Abbildung 

AK Antikörper 

Amp  Ampicillin 

APS Ammoniumperoxydisulfat 

AS Aminosäure 

B  

bp Basenpaar 

BSA Bovines Serumalbumin 

bzw beziehungsweise 

C  

C Cystein (Cys) 

CA Capsid 

CFP cyanfluoreszierndes Protein 

cfu colony forming units 

CIP Calf intestine alkaline phosphatase 

Co-IP Co-Immunopräzipitation 

Crm-1 chromosome region maintenance  

CTE constitutive transport element 

D  

D Aspartat (Asp) 

Ddx3 DEAD box RNA Helikase 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

ds doppelsträngig 

E  

E Glutamat (Glu) 

E.coli Escherichia coli 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

EMSA electrophoretic mobility shift assay 

ER Endoplasmatisches Retikulum 

EtOH Ethanol 
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F  

F Phenylalanin (Phe) 

FACS Fluorescence activated cell sorting 

FKS fötales Kälberserum 

FRET Förster-Resonanzenergietransfer 

FSC foward scatter 

fwd forward 

G  

G Glycin (Gly) 

g Erdbeschleunigung 

GFP Grünfluoreszierendes Protein 

GST Glutathion S-Transferase 

H  

h Stunde 

H Histidin (His) 

HA Hämagglutinin 

HAART hochaktive antiretrovirale Therapie 

HIS Hexa Histidin-tag 

HIV humanes Immunodefizienzvirus 

hRIP human Rev-interacting protein 

HRP horseradish peroxidase 

HSPC Hämatopoetische Stammzellen 

HTLV-III humanes T-lymphotropes Virus 3 

I  

I Isoleucin (Ile) 

IF Immunofluoreszenz 

IN Integrase 

IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactosid 

K  

K Lysin (Lys) 

Kana Kanamycin 

kb Kilobasen 

kDa Kilodalton 

kV Kilovolt 

L  

L Leucin (Leu) 

LAV-I Lymphadenopathie-Virus 

LB Luria Bertoni 

LMB Leptomycin B 
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LTR long terminal repeat 

M  

M Methionin (Met) 

Molar 

MA Matrixprotein 

MFI mean fluorescence intensity 

µF Mikrofarad 

mM Millimolar 

N  

N Asparagin (Asn) 

NC Nucleocapisprotein 

NES nuclear export signal (Kernexportsignal) 

Ni-NTA Nickel-nitrilotriacetic acid 

NLS nuclear localisation signal (Kernlokalisationssignal) 

nm Nanometer 

NNRTIs nicht-Nucleosidische revese Transkriptase Inhibitoren 

NRTIs Nucleosidische revese Transkriptase Inhibitoren 

O  

Ω Ohm 

ORF open reading frame 

P  

P Prolin (Pro) 

PABP1 Poly(A)-bindendes Protein 

PBMCs mononucleäre Zellen des peripheren Blutes 

PCR Polymerasenkettenreaktion 

PEG Polyethylenglycol 

PEI Polyethylenimine 

PI Protease-Inhibitoren 

PIC Präintegrationskomplex 

PR Protease 

PRMTs Protein-Arginin-Methyltrasferasen 

Q  

Q Glutamin (Gln) 

R  

R Arginin (Arg) 

Rev Regulator der Expression viraler Gene 

rev reverse 

RF replikative Form 

RHA RNA-Helikase 
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RNP Ribonucleoprotein 

rpm Rotationen pro Minute 

RRE Rev-responsive element 

RT Reverse Transkriptase 

Raumtemperatur 

S  

S Serin (Ser) 

s/sec Sekunde 

Sam68 Src-associated protein during mitosis, 68 kDa 

scFv single chain variable fragment 

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SNBs Sam68 nuclear bodies 

sog. sogenannte 

ss einzelsträngig 

SSC side scatter 

STAR signal transduction and activation of RNA 

T  

T Threonin (Thr) 

Tab Tabelle 

TAR Tat activation domain 

TCR T-Zellrezeptor 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

Tm Schmelztemperatur 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

U  

U units 

üN über Nacht 

UTR untranslated region 

V  

V Valin (Val) 

Vif viraler Infektiositätsfaktor 

YFP Gelbfluoreszierendes Protein 

Vpr rapid (virales Protein) 

Vpu virales Protein U 

v/v Volumeneinheit pro Volumeneinheit 

W  

W Tryptophan (Trp) 

WB Western Blot 

WT Wildtyp 
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w/v Gewichtseinheit pro Volumeneinheit 

Y  

Y Tyrosin (Tyr) 

YFP gelbfluoreszierndes Protein 

Z  

z.B. zum Beispiel 

 

8.2 Nucleotidsequenzen 

SamR2 

GAAACATATGAAGAATATGGATATGATGATACATACGCAGAACAAAGTTACGAAGGCTACGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATGAAGCT 

GI 

GAAACATAGGAAGAATACGGATATGATGATACATACGCAAAAAAAAGTTACGAAGGCTACGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCCGAATATTATGACTATGGACATGGGAAGGTACAAGATTCTTATGAAGCT 

GII 

GTAACATATGAAGGATATGGATATCATGATACATACACCGCACAAAGTTACGAAGGCTACGAAGTCTATTACAGCCTGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTAGGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATGCAGCT 

GIII 

GAATCATTTGAAGAATATGGATATGATGATAAATAGGCAGAACAACGTTACGAAGGCGACGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATGAAGCT 

GIV 

GAAACATATGAAGAATATGGATATGATGATACATACGCAGAACAAGGTTACGAAGGCTACGAAGGCTAGTACAGCCAGAGTCA

AGGGCACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATGAAGCT 

GV 

GAAACATATGAAGAAGATGGATATGATGATACATACTCAGCACAAAGTTAGGAAGGCTACGAAGGCTATTACAGCCAGAGACA

ACGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTAAAGCTACTTATGAAGCT 

GVI 

GAAACATATGAAGAATATGGATATGATGATCCATACGCAGAACAAAGTTAGGACGGCTACAAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCATGGTTCTTTTGAAGCT 

GVII 

GAAACATATGAAGAATAGGGATATGATGATCCATACGCAGAACAAAGTTACGAAGGATACAAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTCATGAAGCT 

GVIII 

GAAACGTATGAAGAATATCGATATGATGATACATACGCAGGACAAAGTTACGAAGGCTACGTAGGCTATTACGGCTAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGTGGTTCAAGTTTCTTATGAAGCT 

GIX 

GAAACATATGAAGAATATGGATATGATGATACACACGCAGAACAAAGTTACGAAGGCTACGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCATAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATGAAGCT 

GX 

GAAACATGTGCAGAATATGGATATGATGATACATACTCAGAACAAAGTTACGAAGGCTACGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATAGTATGACTATGGACATGGGGAGGTCGAAGTTTCTTATGAAGCT 
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GXI bzw. GXI 

GATACATATGAAGAATATGGATATGATGATTCATACGCAGAACAAAGTTACGTGGCTAAGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCAA

GGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGTTCGTATGAAGCT 

GXI* 
GATACATATGAAGAATATGGATATGATGATTCATACGCAGAACAAAGTTACGTGGCTAAGGAAGGCTATTACAGCCAGAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTATGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATGAAGCT 

GXII 

GAAACATATGAAGAATATGGATATGATGATACATACGCAGAACACAGTTACGAAGGCTACGAAGGCTATTACAGCCATAGTCA

AGGGGACTCAGAATATTAGGACTATGGACATGGGGAGGTTCAAGATTCTTATAAAGCT 
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