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Zusammenfassung

DNA-basierte, therapeutische Strategien wie z.B. die DNA-Vakzinierung oder die
Gentherapie werden haufig durch ein Silencen der Antigenexpression nachhaltig be-
eintrachtigt, da der rekombinante Wirkstoff nachfolgend nicht mehr in physiologisch
ausreichender Konzentration vorliegt. So ist bekannt, dass die Methylierung von
CpG-Dinukleotiden in promotornahen Bereichen einen epigenetischen Regulations-
mechanismus darstellt, der in vielen Féllen zu einem Abschalten der Genexpression
fuhrt. CpG-freie Genvarianten sollten folglich vor Methylierung und einer damit ver-
bundenen Repression der Transkription geschitzt sein. Im Gegensatz dazu sollten
CpG-haltige Ausgangskonstrukte dem Methylierungsprozess unterliegen und eine
verringerte Antigenproduktion zeigen. Anders als erwartet, wurde in dieser Arbeit fur
eine CpG-freie Version verschiedener Transgene in vitro jedoch eine schwéchere
Reporteraktivitat festgestellt als fur das CpG-haltige Ausgangskonstrukt. Dartber
hinaus erreichte ein CpG-maximiertes Reportergen gegenuber dem Ausgangskon-
strukt eine gesteigerte Proteinexpression. Der positive Zusammenhang von CpG-
Gehalt im Transgen und resultierender Reporteraktivitat manifestierte sich auch auf
RNA-Ebene. So wurde sowohl in der nuklearen als auch in der cytoplasmatischen
RNA-Fraktion eine positive Korrelation von CpG-Zahl im kodierenden Bereich und
zugehdriger RNA-Transkriptmenge festgestellt. Diese Verringerung transgenspezifi-
scher RNA-Transkripte fur das CpG-depletierte Konstrukt konnte jedoch weder auf
differentielle Kernexportraten noch auf eine Instabilitdt CpG-freier RNA oder das Vor-
liegen alternativer Spleissprodukte zurtickgefuhrt werden. Vielmehr wurde im Verlauf
der Arbeit nachgewiesen, dass CpG-haltige Transgene sich bereits durch erhéhte
Mengen de novo synthetisierter RNA-Transkripte auszeichnen. Das beschriebene
CpG-Phénomen wurde somit fir virale sowie nicht-virale Transgene unabhéngig von
Zelltyp und Expressionsdauer nachgewiesen, was einen generellen Mechanismus
der CpG-basierten Genaktivierung auf transkriptioneller Ebene impliziert.

Im Bereich der modernen Medizin sowie in der Biotechnologie werden fremde Trans-
gene meist unter Verwendung bakterieller Plasmidvektoren in das jeweilige Ex-
pressionssystem eingebracht. Im Vektorriickgrat lokalisierte CpG-Motive, die in ihrer
Sequenz ein zentrales CpG-Dinukleotid enthalten, beeinflussen jedoch in erhebli-
chem MaRe Immunogenitat und Hohe der Transgenexpression in vivo. Um uner-
winschte Immunreaktionen zu unterbinden und eine stabile Transgenexpression zu
gewahrleisten, wurde in dieser Arbeit eine partiell CpG-reduzierte Vektorplattform mit
modularem Aufbau etabliert. In transienten sowie in stabilen Expressions-
experimenten zeigte sich fur CpG-reduzierte Plasmide eine erhdhte Expressions-
leistung, verglichen mit einem CpG-haltigen Referenzkonstrukt. Daher wurde zur
weiteren Reduzierung des CpG-Gehaltes im Vektorriickgrat eine CpG-freie Version
des CMV-Promotors entwickelt, welche in vitro nahezu gleiche Reporteraktivitat
vermittelte wie der SV40-Promotor. Dartber hinaus konnte eine CpG-depletierte Ver-
sion des BGH Polyadenylierungssignals generiert werden, welche zu einer héheren
Transgenexpression fuhrte, als das konventionelle BGH Polyadenylierungssignal.
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Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch Modifizierung des CpG-Ge-
haltes in Vektorriickgrat und Transgen eine erhebliche Steigerung der Transgen-
expression erreicht werden kann. Folglich stellt diese Strategie einen Ansatzpunkt
zur Optimierung herkdmmlicher Vektorkonstrukte dar, und sollte bei der rationalen
Konzeption DNA-basierter Therapeutika sowie bei der effektiven Produktion rekombi-
nanter Proteine in Saugerzellen in Betracht gezogen werden. Darlber hinaus wurde
in der Arbeit die Grundlage fur einen immun-neutralen Vektor geschaffen, der durch
Integration spezifischer, immunmodulierender Sequenzen je nach Applikationszweck
modifiziert werden kann.



A  Einleitung

A.1 Ausgangsiberlegungen

Eine hohe und lang andauernde Expression des rekombinanten Transgens stellt
die Grundlage fir die Wirksamkeit und den Erfolg DNA-basierter Therapieformen,
wie z.B. der DNA-Vakzinierung oder der Gentherapie, dar. Nur somit wird
gewahrleistet, dass der Wirkstoff in therapeutisch ausreichender Konzentration
vorliegt und Einfluss auf physiologische Vorgange nehmen kann. Bei DNA-
basierten Impfstoffen z.B., korreliert die Starke der generierten Immunantworten
mit der Expressionseffizienz des rekombinanten Antigens (Deml et al., 2001).
Neben einer ausreichenden Proteinproduktion spielen bei der Gestaltung
moderner Therapeutika jedoch noch weitere Faktoren eine Rolle. Um optimalen
Impfschutz zu generieren, sollten DNA-Impfstoffe dartber hinaus in der Lage sein,
das Immunsystem ,direkt* anzusprechen und eine humorale sowie eine zellulare
Immunantwort zu induzieren (Ulmer et al., 1993; Girard et al., 2006). Anders
verhalt es sich bei gentherapeutischen Anwendungen. In diesem Fall sind
immunaktivierende Einflisse des DNA-basierten Therapeutikums zu vermeiden,
da mit therapeutischen Genen transfizierte Zielzellen ansonsten verstarkt vom
Immunsystem erkannt und anschlieend eliminiert wirden. Weiterhin sollten
gentherapeutische Ansatze dahingehend verbessert werden, dass ein Abschalten
der Transgenexpression in vivo, wie es in der Literatur beschrieben ist (Bestor,
2000; Chevalier-Mariette et al., 2003), verringert bzw. verhindert wird. Nicht nur far
Applikationen in vivo sind Expressionsleistung des Transgens, und immun-
modulatorische Eigenschaften des Vektors von hoher Relevanz, auch fur eine
effektive und kostengiinstige Produktion rekombinanter Antikérper in vitro ist eine
hohe Proteinausbeute erforderlich (Vernon, 2004). Als molekularbiologisches
~Werkzeug“, um DNA-Impfstoffe, gentherapeutische Konstrukte sowie
Expressionsvektoren hinsichtlich ihrer Transgenproduktion bzw. Immunogenitat zu
modifizieren, bieten sich bestimmte, in der DNA vorliegende CpG-Sequenzen an
(Zhang et al., 2005). So wird sogenannten CpG-Dinukleotiden (siehe A.3), bei
denen es sich um in der Basenpaarabfolge der DNA auftretende Cytidin-
Guanosin-Dinukleotide (CpGs) handelt, eine regulatorische Funktion bei der
Determinierung der Genexpression zugeschrieben (Jones et al., 1999; Robertson
et al.,, 2001; Yaneva et al., 2002). Dariiber hinaus weisen in einem bestimmten
Sequenzkontext vorliegende CpG-Dinukleotide, welche als CpG-Motive (siehe
A.2) bezeichnet werden, immunmodulatorische Eigenschaften auf (Krieg et al.,
1995; Yi et al.,, 1998). Nachfolgend werden CpG-Motive sowie —Dinukleotide
hinsichtlich ihres Vorkommens und ihrer Wirkungsweise naher charakterisiert.
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A.2 CpG-Motive

A.2.1 Historie und Klassifizierung

Bereits vor Uber 100 Jahren entdeckte der New Yorker Chirurg William Coley,
dass sich eine bakterielle Infektion im Bereich eines Tumors positiv auf den Krank-
heitsverlauf auswirkte. Daraufhin applizierte er Patienten mit inoperablen
Sarkomen Bakterien oder bakterielle Lysate aus Streptokokkus und Serratia in
den Tumorbereich. Diese Behandlung fiihrte bei einem Teil der Patienten zu einer
vortubergehenden Rickbildung der Sarkomere und stellt die erste Immuntherapie
einer Tumorerkrankung dar (Coley, 1991). Erst im Jahre 1984 wurde bei der
Untersuchung verschiedener Fraktionen der Tuberkelbakterien (Bacillus-Calmette-
Guerin) in Tumormodellen die DNA-Fraktion als verantwortliches Agens fir die
Immunstimulierung identifiziert (Tokunaga et al., 1984). Wenig spater gewann man
die Einsicht, dass nur bakterielle DNA, nicht aber die von Wirbeltieren, eine
Immunantwort generierte (Yamamotu et al., 1992). Schlie3lich konnte die Wirk-
samkeit der bakteriellen DNA-Fragmente auf das Vorliegen unmethylierter CpG-
Dinukleotide zurtickgefuhrt werden, die in einem bestimmten Sequenzkontext
auftraten (Krieg et al., 1995). Bei den sogenannten CpG-Motiven handelt es sich
um oft palindromisch angeordnete Hexanukleotide, die in ihrem Zentrum ein CpG-
Dinukleotid besitzen. In der Regel sind murine CpG-Motive nach folgender
Gesetzmalligkeit aufgebaut: Zwei Purinbasen flankieren das zentrale CpG-
Dinukleotid im 5" Bereich, wahrend zwei Pyrimidinbasen das 3"~ Ende des
Dinukleotides umgeben. Je nach flankierender Sequenz weisen diese in mikrobi-
eller DNA vorkommenden CpG-Motive unterschiedliche immunmodulatorische
Eigenschaften auf (Krieg, 2002).

5°- Pur-Pur-CpG-Pyr-Pyr-3

/ zentrales C nicht methyliert \

haufig: GpA oder GpT haufig: TpC oder TpT

Minimale Lange: 6 bp
Immunstimulatorische Aktivitat: je nach flankierende r Sequenz
Applikation:ss CpG-ODN, ds CpG-ODN oder Plasmid-DNA
Beispiele: GACGTT (Maus); GTCGTT (Mensch)

Abbildung A.1: Aufbau eines immunstimulierenden CpG-Motivs. Im allgemeinen flankieren
zwei Purinbasen (A oder G) im 5-Bereich das zentrale CpG-Dinukleotid, wahrend zwei
Pyrimidinbasen (C oder T) das 3'-Ende des Dinukleotides flankieren. Weitere Informationen
kénnen dem Text entnommen werden.

Aufgrund der von ihnen hervorgerufenen Immunantwort lassen sich murine CpG-
Motive in zwei Klassen einteilen. CpG-Motive, bei denen das zentrale Dinukleotid
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von den Basen A und T flankiert wird, weisen in der Regel immunstimulierende
Eigenschaften auf (Lipford et al., 1997; Yamamotu et al., 1992). Sie werden daher
als stimulierende Motive bezeichnet. Liegt das zentrale CpG-Dinukleotid im
Kontext der Basen C und G vor, so werden Reaktionen des Immunsystems meist
unterbunden bzw. neutralisiert, man spricht von supprimierenden bzw.
neutralisierenden CpG-Motiven (Sun et al., 1997; Krieg et al., 1998). Dennoch
zeigen CpG-Motive oft eine von Spezies zu Spezies variierende Aktivitat. So ist
ein klassisches immunstimulatorisches CpG-Motiv in der Maus, welches am 5'-
Ende von zwei Purinen (GpA) und am 3°-Ende von zwei Pyrimidinen (TpT)
flankiert wird, im humanen System inaktiv. Ein optimales humanes CpG-Motiv,
dem die Basensequenz GTCGTT zugrunde liegt, ruft dagegen im murinen System
keinerlei Immunaktivierung hervor (Yi et al, 1998; Hartmann et al., 2000).

Eine Untersuchung der von CpG-Motiven generierten Immunreaktionen, erfolgte
unter Verwendung sogenannter CpG-ODN, kurzer, einzelstrangiger Desoxy-
ribonukleotide mit spezifischen CpG-Sequenzen (Krieg et al.,, 1998). Je nach
resultierender immunogener Aktivitdit sowie beteiligter Komponenten des
Immunsystems konnen verschiedene Typen immunstimulierender CpG-ODN
unterschieden werden. CpG-ODN vom Typ A stellen durch Induktion des Cytokins
IFNa eine Virusinfektion nach. Dem Typ B zugeordnete CpG-ODN férdern die
Synthese von Interleukin-12 (IL12) und imitieren die Gegenwart intrazellularer
Bakterien. Der Klasse C zugehorige CpG-ODN rufen sowohl fir CpG-ODN-A als
auch fur CpG-ODN-B beschriebene Immunreaktionen hervor. (Vollmer et al.,
2004).

A.2.2 Wirkung auf das Immunsystem

Im Gegensatz zur DNA von Vertebraten, in welcher CpG-Dinukleotide statistisch
unterreprasentiert vorliegen, beeinflusst die mikrobielle, CpG-Motive enthaltende
DNA das angeborene Immunsystem von S&augern. CpG-Dinukleotide in S&uger-
DNA treten zudem vorwiegend im Sequenzkontext bestimmter Basen auf, so dass
ihre immunstimulatorische Wirkung geringer ausfallt, als bei einer zufalligen
Basenverteilung zu erwarten wére (Han et al., 1994; Krieg et al., 1998). Daher
liegt die Annahme nahe, dass in bakterieller DNA vorhandene CpG-Motive als
molekulare Muster fungieren, anhand derer das Immunsystem von Vertebraten
fremde DNA erkennt. Im Rahmen dieses Erkennungsmechanismus initilert das
Immunsystem von Saugern bestimmte Immunreaktionen, welche unter anderem
eine Eliminierung der fremden DNA zur Folge haben (Hartmann et al., 1999;
Brazolot et al., 1998). Dabei beruht eine CpG-vermittelte Immunmodulation auf
folgenden Zusammenhangen:

Dendritische Zellen (DCs) des angeborenen Immunsystems erkennen CpG-Motive
direkt und werden von diesen aktiviert (Sparwasser et al.,, 1998). Dabei
sezernieren aktivierte DCs Cytokine (IL12) und Interferone (IFNa), die ihrerseits
naturliche Killerzellen (NK-Zellen) zur Produktion von IFNy anregen. Auch T-Zellen
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werden sekundar Uber produzierte Cytokine wie z.B. IL12 und IFNa induziert,
wobei in der Folge eine Thl-vermittelte Immunantwort generiert wird. Andere
Zellen des angeborenen Immunsystems wie Monozyten oder Makrophagen
werden ebenfalls durch CpG-Motive stimuliert, was in der vermehrten Produktion
von Cytokinen (IFNa) und NFkB resultiert (Stacey et al.,, 1996; Klinman et al.,
2002). Zudem werden B-Zellen als Teil des spezifischen Immunsystem durch
CpG-ODN oder bakterielle DNA aktiviert. So regen bestimmte CpG-Motive die
Proliferation von B-Zellen an und stimulieren synergistisch mit dem Antigen die
Antikdrperproduktion (Krieg et al., 1995). Da CpG-Motive neben einer humoralen
auch eine zellulare Immunantwort verstarken kbnnen, stellt die Integration dieser
Elemente einen geeigneten Ansatzpunkt zur Verbesserung herkdmmlicher DNA-
Vakzinekonstrukte dar (Silvera et al., 2004; Zhang et al., 2005). In den letzten
Jahren wurde in zahlreichen Studien untersucht, anhand welcher molekularer
Mechanismen das Immunsystem von Saugern bakterielle, CpG-haltige DNA
erkennt.

A.2.3 Molekularer Mechanismus der Erkennung von CpG  -Motiven

Bei der Erkennung von unmethylierten CpG-Motiven (CpG-DNA) durch das
Immunsystem spielt der Toll like receptor 9 (TLR9) eine entscheidende Rolle.
Erstmals wurde der Namen gebende Rezeptor Toll bei Drosophila beschrieben,
wo er in der Embryonalentwicklung an der Ausbildung der dorso-ventralen Achse
beteiligt ist (Anderson et al., 1985). Da die cytoplasmatische Doméane des Toll-
Proteins aus Drosophila und der Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) von S&ugetieren
stark konservierte Strukturen aufweisen, wurde fur den Toll-Rezeptor ebenfalls
eine Beteiligung an immunmodulierenden Signalkaskaden diskutiert (Belvin et al.,
1996). Weitere Rezeptoren, die in den konservierten Bereichen mit Toll bzw. IL-1R
Ubereinstimmten, wurden nachfolgend als Toll-dhnliche Rezeptoren (Toll like
receptors, TLRs) bezeichnet (Medzhitov et al., 1997). Derzeit sind neben dem
TLR9 elf weitere TLRs im Saugersystem bekannt, welche im Wesentlichen in
ihrem Aufbau Ubereinstimmen. So beinhaltet die extrazellulare Doméne (EZD)
Leucin-reiche Wiederholungen (leucin rich repeats, LRR) und geht nach einem
kurzen, Cystein-reichen Abschnitt in die Transmembrandomane (TMD) Uber. Der
cytoplasmatische Bereich weist starke Homologie zum IL-1-Rezeptor auf und wird
daher als Toll/IL-1 homologe Region (TIR) bezeichnet (Rock et al., 1998). Anders
als viele Mitglieder der TLR-Familie wird der TLR9 jedoch nicht auf der Oberflache
der Zelle, sondern in intrazellularen Kompartimenten exprimiert (Kandimalla et al.,
2003).

Eine Beteiligung des TLR9 an der Erkennung von CpG-DNA wurde zweifelsfrei
nachgewiesen, da TLR9-defiziente Mause keine Reaktion auf letale Dosen
stimulierender CpG-DNA zeigten. Sowohl im murinen als auch im humanen
System stellt der TLR9 die erste molekulare Komponente bei der Erkennung von
CpG-DNA dar (Hemmi et al., 2000; Bauer et al., 2001). Von der Zelle unspezifisch
aufgenommene CpG-DNA gelangt zunéachst in die Endolysosomen, wo bei pH-
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Wert 5,5 eine Interaktion mit dem TLR9 erfolgt. Unklar ist derzeit, ob der Rezeptor
an CpG-DNA bindet, es gibt aber Hinweise, dass der TLR9 Motive besitzt, tiber
die eine spezifische Bindung an CpG-DNA mdoglich ist (Krieg, 2002). Die
Interaktion des Rezeptors mit der fremden DNA I16st schlie3lich eine MAPK-
Signalkaskade (mitogen acitvated protein kinases pathway) aus, im Zuge derer
durch Rekrutierung des Adapterproteins MyD88 die Transkriptionsfaktoren AP-1
und NFkB vermehrt gebildet werden (siehe Abbildung A.2). Als Folge werden
spezifische Immunreaktionen auslosende Cytokine produziert und sezerniert (Yi et
al., 1998; Akira et al., 2001). Zelltypen, die den TLR-9 exprimieren, werden durch
CpG-DNA anhand dieses Signalweges direkt aktiviert. Zu dieser Gruppe gehoren
beim Menschen B-Zellen und plasmacytoide DCs, wéhrend in der Maus zusatzlich
myeloide DCs, Monozyten und Makrophagen TLR9 aufweisen (Bauer et al.,
2001). Eine Anregung anderer Zelltypen wie z.B. NK-Zellen erfolgt indirekt durch
die von TLR9 exprimierenden Zellen produzierten Cytokine (Krug et al., 2001;
Kadowaki et al., 2001). Die Kenntnis molekularer Zusammenhénge, auf denen
immunstimulatorische Eigenschaften spezifischer CpG-Motive beruhen, ermdglicht
den gezielten Einsatz dieser bakteriellen DNA-Komponenten in der modernen
Medizin.

Abbildung A.2: Ubersicht uiber zentrale
TLR4 Stationen des TLR4- bzw. TLR9 ver-
mittelten Signaltransduktionsweges.
Bakterielle DNA, AP1: Aktivierendes Protein 1; EZD:
ope-obN A Extrazellulare Domane; IkB: Inhibitor-«B;

IRAK: IL-1R-assoziierte Kinase; LPS:
Lipopolysaccharide; MAPK: mitogen
activated protein kinase; MyD88: myeloider
Differenzierungsfaktor 88; NF-kB:
Nukledrer  Faktor-kB; TIR:  Toll/IL-1
homologe Region; TMD: Transmembran-
MyD88 < domane; TLR9: Toll-like Rezeptor 9; TLR4:
Toll-like Rezeptor 4; TRAF6: TNF-
Rezeptor assoziierter Faktor 6; (Modifiziert
nach Kandimalla et al., 2003).

Cytoplasma

+ TLR9

IRAK

TRAF6

"‘B/\O

AP1
NFkB
Produktion

Kern inflammatorischer
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A.2.4 Therapeutische Applikationen

Aufgrund ihres immunstimulatorischen Potentials bietet sich die Verwendung von
CpG-DNA als modernes Thl-Adjuvans an. Dariiber hinaus ermdéglicht die Integra-
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tion spezifischer CpG-Motive eine gezielte Veranderung der Immunogenitat DNA-
basierter Therapeutika wie z.B. von DNA-Impfstoffen oder Gentherapievektoren
(Klinmann et al., 2004, Zhang et al., 2005). Zudem ist eine mit bestehenden
Therapeutika kombinierte Verabreichung immunmodulierender CpG-DNA derzeit
Gegenstand der immuntherapeutischen Forschung (Krieg et al., 2002; Silvera et
al., 2004). Dabei zeigt CpG-DNA im Tiermodell ein breites Anwendungsspektrum.

So wurde bei Verwendung von CpG-ODN als Adjuvans nach einer Vakzinierung
gegen das Hepatitis-B-Virus (HBV) in Mausen eine gesteigerte
Antikdrperproduktion nachgewiesen (Davis et al., 1998). Im Rahmen eines Not-
Impfprogramms, das in Indonesien aufgrund einer Epidemie durchgefuhrt wurde,
bestétigten sich diese Ergebnisse auch fur Orang-Utans (Davis et al., 2000).
Weiter resultierte die zuséatzliche Applikation von CpG-ODN in einer Verbesserung
eines Malariaimpfstoffes bei Aotus-Affen (Jones et al., 1999). Auch bei der
Behandlung von Allergien wie z.B. Asthma war ein positiver Effekt von CpG-ODN
zu verzeichnen. So zeigte sich im Mausmodell, dass eine Asthmaentwicklung
verhindert wird, wenn CpG-ODN zusammen mit dem Allergen gegeben werden.
Zudem lassen sich bestimmte Atemwegserkrankungen mit den CpG-haltigen
Molekulen therapieren (Horner et al., 2001; Kline et al., 1998, 2002). Die Injektion
von CpG-ODN fuhrte bei bestimmten Tumorerkrankungen im murinen System
zudem zu einer Reversion der Zellentartung (Heckelsmiller et al., 2002). Eine
prophylaktische Gabe stimulierender CpG-ODN induzierte schlie3lich einen
Schutz vor Infektionen wie z.B. Leishmania major-vermittelten Erkrankungen
(Lipford et al., 2000). Ebenso wie die herkdbmmlichen Wirkstoffe konnte auch ein
DNA-basierter Impfstoff gegen HIV-1 durch Verwendung immunstimulatorischer
CpG-Motive im murinen Modell in seiner Immunogenitat verbessert werden
(Kojima et al., 2002; ).

Aufgrund der erhaltenen Daten werden derzeit in humanen Studien CpG-ODN in
Kombination mit herkémmlichen HBV- bzw. Grippe-Impfstoffen getestet. Erste
Ergebnisse der HBV-Studie zeigten, dass die Probanden bei Verwendung von
CpG-ODN bereits nach zwei Wochen einen Impfschutz aufwiesen. Bei der
Kontrollgruppe hingegen wurde erst nach der Auffrischimpfung ein schitzender
Antikorpertiter detektiert (Coley Pharmaceutical, Langenfeld). Weitere auf CpG-
ODN basierende, therapeutische Behandlungen gegen Asthma, verschiedene
Atemwegserkrankungen und einige Tumore werden derzeit in klinischen Studien
der Phasen | bis 1l am Menschen erprobt (http://www.coleypharma.com).

Unter Berucksichtigung dieser Daten ergibt sich, dass auch in bakteriellen oder
viralen Vektoren vorhandene CpG-Motive einen Einfluss auf das Immunsystem
von Vertebraten ausiiben (Kojima et al., 2002; Ma et al., 2002; Zhang et al., 2005).
Zudem wurde in mehreren Studien nachgewiesen, dass im Vektorrickgrat
befindliche CpG-Motive bei Eukaryonten die Transgenexpression beeintrachtigen
(Reyes-Sandoval et al., 2004). Daruber hinaus sind CpG-Dinukleotide, welche in
Kapitel A.3 né&her charakterisiert werden, an der epigenetischen Regulation vieler
Entwicklungsprozesse beteiligt.
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A.3 CpG-Dinukleotide

A.3.1 Vorkommen

Folgt in der Nukleotidsequenz der DNA ein Guanosin (G) auf ein Cytidin (C), so
spricht man von einem CpG-Dinukleotid. In bakterieller DNA treten CpG-
Dinukleotide gemal der statistischen Erwartung mit einer Wahrscheinlichkeit von
1:16 auf und liegen vorwiegend unmethyliert vor (Bird, 1986). Im Genom von
Eukaryonten dagegen sind CpG-Dinukleotide (CpGs) mit einer Haufigkeit von 1:60
statistisch unterreprasentiert und tragen am 5C-Atom des Cytosinrestes meist eine
Methylgruppe (Krieg et al., 1995; Bestor, 2000). Dabei ist die statistische
Unterreprasentation von CpGs in der DNA von Vertebraten durch die chemische
Natur des 5-Methylcytosins (°™C) bedingt (Fryxell et al., 2005). Durch Deaminie-
rung (siehe Abbildung A.3) werden methylierte Cytosine haufig zu Thyminen
modifiziert (Shen et al., 1994). Folglich machen die Basen Cytosin und Guanin nur
etwa 40% aller Basen in der Sduger-DNA aus, und CpG-Dinukleotide weisen nur
etwa 20% der zu erwartenden Haufigkeit auf (Sved et al.,, 1990; Takai et al.,
2002).

Abbildung A.3: Deaminie-
N rung von 5-Methylcytosin.
Durch  Abspaltung einer

@)

H,0 Aminogruppe wird methylier-
NN tes Cytosin zu  Uracil
| \—> | N modifiziert. Wahrend der
/g AW /g Replikation kommt es zu
N @) NH N e Fehlpaarungen, da Uracil mit
’ der komplementdren Base
5-Methylcytosin Uracil Adenin paart. Daraus resul-
_ _ tiert der Einbau  von
C=aG U=A Thymidin in die DNA der

Tochterzellen.

H,C

DarUber hinaus beinhaltet das eukaryontische Genom jedoch auch definierte
Bereiche, die eine Uberdurchschnittich hohe Dichte an CpG-Dinukleotiden
besitzen. Diese sogenannten CpG-Inseln weisen im Gegensatz zu den
umgebenden Bereichen eine etwa 5- bis 10-fach hohere CpG-Haufigkeit auf und
sind in der Regel durch das Vorliegen unmethylierter CpG-Dinukleotide
gekennzeichnet (Antequera et al., 1993; Bird et al., 1995). Bei CpG-Inseln handelt
es sich um 200-bp-grof3e bzw. bis hin zu mehreren Kilobasen umfassende
Sequenzabschnitte, welche 1-2% des humanen Genoms ausmachen (Clark et al.,
2002). Meist sind CpG-Inseln mit Promotoren assoziiert, sie kbnnen aber auch in
die transkribierte Region reichen oder sogar innerhalb von Exons liegen (Gardiner-
Garden et al., 1987). Das menschliche Genom enthalt circa 45 000 CpG-Inseln,
und 72% aller charakterisierten humanen Promotoren besitzen CpG-Inseln in ihrer
Umgebung (Saxonov et al., 2006). Neben Haushaltsgenen sind auch die Halfte
aller gewebsspezifischen Gene mit Bereichen hoher CpG-Dichte assoziiert
(Larsen et al., 1992; Antequera et al., 1993). Im allgemeinen werden CpG-Inseln
mit geringem CpG-Methylierungsgrad, sog. hypomethylierte Inseln, mit einer
aktiven Genexpression des entsprechenden Bereiches in Verbindung gebracht
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(Cross et al., 1995), wahrend seltener vorkommende hypermethylierte CpG-Inseln
einen transkriptionsinaktiven Zustand zur Folge haben (Meehan et al., 1992; De
Smet et al., 1999). Durch Modulation des jeweiligen, fur Zelltyp und Entwicklungs-
stadium charakteristischen Methylierungsgrades werden viele zellulare Prozesse
(siehe A.3.2) kontrolliert und reguliert (Azhikina et al., 2005; Berger et al., 2005).

A.3.2 CpG-kontrollierte Regulationsvorgénge

Die Methylierung von CpG-Dinukleotiden stellt einen epigenetischen Regulations-
mechanismus von Eukaryonten dar, auf dessen Grundlage viele ontogenetische
Vorgéange gesteuert werden. So spielt die CpG-Methylierung zum Beispiel bei der
elternspezifischen Auspragung einer Erbanlage, dem sog. Genetic Imprinting, eine
Rolle. Wahrend der Keimzellentwicklung wird das mutterliche bzw. vaterliche Allel
eines Merkmals durch Methylierung von promotornahen CpG-Inseln modifiziert,
was eine veranderte Genexpression determiniert (Ferguson-Smith et al., 1993).
Nach der Befruchtung wird die elterliche DNA zunachst vollstandig demethyliert.
Obwohl die meisten CpG-Inseln im frithen Embryonalstadium vor Methylierung
geschutzt sind, erfolgt zwischen Morula und Blastula-Stadium eine de novo Methy-
lierung bestimmter CpG-Inseln (Bestor et al., 1992; Clark et al., 2002). Je nach
dem, ob der maternale oder paternale Methylierungsstatus eines Allels
wiederhergestellt wird, kommt die mdutterliche oder vaterliche Version eines
Merkmals zur Auspragung. Auch die Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms bei
der Frau geht mit einer Hypermethylierung der auf diesem Chromosom
lokalisierten CpG-Inseln einher. (Riggs et al., 1992). Im Embryonalstadium
festgelegte Methylierungsmuster werden wahrend der Replikation vom
Parenteralstrang auf den Einzelstrang der Tochterzelle weitergegeben. Das
resultierende Methylierungsprofil stellt jedoch kein starres System dar, sondern ist
reversibel und kann je nach Entwicklungsstufe und Zelltyp variieren (Gundersen et
al., 1992; Warnecke et al., 1999; Azhikina et al., 2005).

Neben Entwicklungsprozessen werden auch zellulare Vorgadnge durch
Modifikation von CpG-Dinukleotiden kontrolliert. So unterscheidet sich das
Methylierungsmuster entarteter Zellen erheblich von dem intakter Zellen (Baylin et
al., 2001; Jones et al.,, 1999). Dabei gibt es verschiedene Mdéglichkeiten, wie
veranderte Methylierungsprofile die Entstehung von Krebs bedingen kénnen. Zum
einen fuahrt die Hypermethylierung von Promotoren, welche mit CpG-Inseln
assoziiert sind, zu einem Abschalten der resultierenden Genexpression. So
kénnen z.B. dem Schutz der Zelle dienende Tumorsuppressorgene ihre Funktion
nicht mehr austiben und es kommt zur Zellentartung (Karpf et al., 2002; Yaneva et
al., 2002). Eine Vielzahl an Studien hat belegt, dass ein sogenanntes Silencen der
Genexpression an der Entstehung von Brustkrebs, Leukdmie oder Prostatakrebs
beteiligt ist (Lu et al., 2001; Agirre et al., 2003; Nelson et al.,, 2003). Seltener
bedingt auch eine Hypomethylierung von inaktiven, methylierten Promotor-
bereichen eine abnormale Genexpression und fihrt so zur Tumorbildung (De
Smet et al., 1996; Fang et al., 1996).
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Auch bei Pflanzen wurde ein CpG-basierter Regulationsmechanismus
nachgewiesen, allerdings sind die Zusammenhange weitaus weniger gut
aufgeklart als bei Vertebraten. So weisen Arabidopsis-Pflanzen, bei denen der
Methylierungsgrad des Genoms experimentell verringert wurde, eine verfrihte und
verkiimmerte Blutenbildung auf (Finnegan et al., 2000). Dartber hinaus wurde fir
Weizen gezeigt, dass nach der sog. Vernalisation, einer Kalteeinwirkung, die die
Blutenbildung beschleunigt und diese im Winter verhindert, eine Demethylierung
des Genoms eintritt (Sherman et al., 2002). Wie der CpG-basierte, epigenetische
Regulationsmechanismus im Einzelnen funktioniert, ist noch nicht vollstandig
aufgeklart. Erwiesen ist aber, dass unter anderem bestimmte, an CpG-
Dinukleotide bindende Proteine (siehe A.3.3) eine wichtige Rolle spielen.

A.3.3 CpG-Dinukleotide bindende Proteine

Sobald ein CpG-Dinukleotid methyliert (mCpG) vorliegt, stellt es eine potentielle
Bindestelle fir bestimmte Proteinkandidaten, wie z.B. MBD-Proteine (methyl-CpG
binding domain proteins) dar. Bei Saugern sind derzeit 5 ubiquitar vorliegende
mMCpG-Bindeproteine (siehe Abbildung A.4) bekannt, wobei meist ein mCpG fur
eine Bindung ausreichend ist (Prokhortchouk et al., 2002). Den vier Proteinen
MeCP2, MBD1, MBD2 sowie MBD4 ist eine MBD gemeinsam, welche eine
Bindung an die mCpG-DNA vermittelt. MBD3, welches mehr als 70%
Sequenzhomologie zu MBD2 aufweist, besitzt ebenfalls eine MBD, hat jedoch die
Fahigkeit verloren, an methylierte DNA zu binden (Hendrich et al., 1998; Ballestar
et al.,, 2001). Dennoch gehen alle bis dato erwdhnten mCpG-Bindeproteine auf
einen gemeinsamen evolutorischen Ursprung zuriick, wie die Position eines hoch
konservierten Introns erkennen lasst. Das fiinfte derzeit bekannte mCpG-
Bindeprotein Kaiso hingegen weist eine andere Struktur auf und bindet methylierte
DNA anhand eines Zinkfinger-Motivs (Prokhortchouk et al., 2001).

Wahrend MeCP2, MBD1, MBD2 und Kaiso in vitro sowie in vivo als
Transkriptionsrepressoren fungieren, ist MBD3 Teil eines Co-Repressorkomplexes
(Prokhortchouk et al.,, 2002; Berger et al., 2005). MBD4 dagegen, stellt eine
Komponente des zelleigenen DNA-Reparatur-Mechanismus dar. Das Protein greift
bei Vorliegen einer CpG/TpG-Fehlpaarung ein, welche durch Deaminierung von
®MC verursacht wird. Somit wird die CpG-Dichte im jeweiligen DNA-Abschnitt
beibehalten, und der Einbau von Punktmutationen verhindert (Carlone et al, 2001,
Hendrich et al., 1999). Die essentielle Funktion dieser Proteine spiegelt sich z.B. in
der Tatsache wieder, dass Knock-out-Mause fuir MBD3 letal sind (Wade et al.,
2001). Zudem fuhren Mutationen im MeCP2-Gen beim Menschen zum Rett-
Syndrom, einer tiefgreifenden Entwicklungsstérung. (Amir et al., 1999).
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mCpG-bindende Co-Repressor DNA-Reparatur
Transkriptionsrepressoren

CXXCXXC TRD
I T T I

MBD1 [ ] mBD3 (] MBDA N [ T1
Unabhéngige und HDAC-vermittelte Inhibition repair
der Transkription Komponente des Mi2/ | Reparatur von CG/TG-

(GR), TRD NuRD Co-Repressor- Fehlpaarungen
mBD2 CTT NN T ] komplexes

Komponente des MeCpl-Komplexes

TRD
Mecp2 N | I ]

Assoziiert mit dem Sin3a/HDAC-Komplex

POZ ZF
Kaiso L1 ]

Partner von p120-catenin

I mCpG-bindende Domane (MBD), charakteristisch fur Mi  tglieder der MBD-Familie

Abbildung A.4: Ubersicht iiber mCpG-bindende Protein e und ihre Funktion. Die Namen der
zur Familie der MBD-Proteine gehérenden Vertreter sind unterstrichen. CXXCXXC: Cystein-X-X-
Cystein-Motive; (GR)n: Glycin-Arginin-Wiederholung; TRD: Transcriptional repressor domain; POZ:
Poxviurs-Zinkfinger-Domane; ZF: Zinkfinger. Nahere Erlauterungen kénnen dem Text enthommen
werden. (Modifiziert nach Prokhortchouk et al., 2002; Klose et al., 2006).

Neben mehreren Transkriptionsrepressoren, wird in der Literatur fur Mensch und
Maus auch ein die Transkription forderndes Protein beschrieben, das jedoch an
unmethylierte CpG-Dinukleotide (CpGs) bindet. Dabei handelt es sich um das
CpG-Bindeprotein (CGBP), welches im Kern lokalisiert ist und in zahlreichen
embryonalen sowie adulten Zell- und Gewebetypen nachgewiesen wurde (siehe
Abbildung A.5). Das 88-kDa Protein besitzt, ebenso wie der Transkriptions-
repressor MBD1 und viele andere Proteine, ein hoch-konserviertes CXXC-Motiv
(Bestor et al., 1994; Voo et al., 2000). Dieses Cystein-X-X-Cystein-Motiv vermittelt
in Anwesenheit von Zink eine Bindung von CGBP an dsDNA, welche CpGs
enthalt. Dabei ist bereits ein CpG ausreichend fiir eine Protein-DNA-Bindung. Die
Affinitat von CGBP zur DNA steigt jedoch mit der Zahl der in der Sequenz
vorliegenden CpGs (Lee et al., 2001).

Dartiber hinaus enthalt das Protein zwei pflanzliche Homeodomanen (PHDSs),
welche flur Chromatin-assoziierte Proteine oder Regulatoren der Genexpression
charakteristisch sind. Welche Rolle PHDs bei der CGBP-vermittelten
Transaktivierung der Genexpression spielen, ist allerdings derzeit noch unklar.
Dennoch ist erwiesen, dass das murine CpG-bindende Aktivatorprotein an
entwicklungsspezifischen Vorgangen beteiligt ist. So sind z.B. CGBP-/- Knock-out-
Embryonen bereits kurz nach Befruchtung nicht mehr lebensfahig. Diskutiert wird
fur dieses Protein daher eine Regulation ontogenetischer Mechanismen,
maoglicherweise durch Aktivierung CpG-Insel-assoziierter Gene (Carlone et al.,
2001). Der epigenetische Regulationsmechanismus via CpGs unterliegt somit
einem komplexem Zusammenspiel von Transkriptionsrepressoren und aktivatoren
auf molekularer Ebene.
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PHD1 CXXC Sauer Basisch Coiled-coil PHD2
1 | I ] [T | — []
27 73 164 208 256 317 321 360 430 471 485 501

Abbildung A.5: Ubersicht tiber bekannte Doménen des Transkriptionsaktivators hCGBP
(humanes CpG-Bindeprotein). PHD: pflanzliche Homeodoméane; CXXC: Cystein-X-X-Cystein-
Motiv. (Modifiziert nach Lee et al., 2001)

A.3.4 Molekulare Mechanismen der epigenetischen Reg  ulation via CpGs

Die Erhaltung und Neueinfihrung der DNA-Methylierung erfordert verschiedene
Methyltransferase-Klassen, deren Aufgabenteilung aber nicht absolut strikt ist
(Bestor et al., 2000). In Saugerzellen liegen drei aktive DNA-Methyltransferasen
(DNMTSs) vor, welche jeweils die Ubertragung einer CHs-Gruppe auf das 5 -Atom
des Cytosinrestes katalysieren (siehe Abbildung A.6). So obliegt dem Enzym
DNMT1 vor allem die Erhaltungs-Methylierung von CpG-Dinukleotiden. Sein
bevorzugtes Substrat ist hemimethylierte DNA, wie sie nach der DNA-Replikation
in den Tochterstrangen vorliegt. DNMT2 zeigt nur sehr schwache Methyltrans-
feraseaktivitat und Knock-out-Mause fur dieses Protein weisen keine wesentlichen
Veranderungen in ihrem Methylierungsmusters auf (Okano et al., 1998). Den
Enzyme DNMT3a und DNMT3b hingegen wird eine de novo Methylierung von
CpG-Zielsequenzen zugeordnet, wie sie in der Embryonalentwicklung erfolgt
(Okano et al., 1999). Die essentielle Funktion der Enzyme DNMT1, DNMT3a und
DNMT3b ergibt sich aus der Tatsache, dass fur keines der drei Enzyme
lebensfahige Knock-out-Mause generiert werden konnten. Zudem fiihren Defekte
der de novo Methyltransferase DNMT3b beim Menschen zum ICF-Syndrom,
welches sich durch Immundefekte, Centromer-Instabilitat und Faciale Dysmorphie
auszeichnet (Xu et al., 1999; Clark et al., 2002).

Abbildung A. 6: Entstehung
C3-HsNH;COOH C3-HsNH;COOH von 5-Methylcytosin.  Durch
das Enzym DNA-Methyltrans-

I I
HCS-CH, SCH; 0 ferase wird eine Methylgruppe
CsNgH, C5NgHq von S-Adenosylmethionin
(SAM) auf die Base Cytosin
Ubertragen. Es entsteht 5-
OH OH
N

OH OH Methylcytosin und S-
Ha

Adenosylhomocystin -~ (SAH).
NH, (Modifiziert nach Attwood et
al., 2002)
H3C
~
| DNA-Methyltransferase >
0 o
H

H
Cytosin 5-Methylcytosin
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Neben der Ubertragung von Methylresten auf CpG-Dinukleotide beeinflussen die
DNA-Methyltransferasen DNMT1, DNMT3a und DNMT3b auch auf direktem Weg
die Regulation der Transkription. Mittels spezifischer Domanen kdnnen die En-
zyme an die DNA binden und somit potentielle Bindestellen fir Proteine oder
Transkriptionsfaktoren sterisch blockieren (Karpf et al., 2002; Bachman et al.,
2001; Deng et al., 2001). Diesen negativen Regulationsmechanismus nutzen auch
die mCpG-Bindeproteine MeCP2, MBD1 und MBD2, welche nach Anlagerung an
die DNA eine erfolgreiche Transkription verhindern. Weiter kbnnen sowohl DNMTs
als auch MBD-Proteine zusatzliche Inhibitoren der Transkription rekrutieren bzw.
stellen selbst Komponenten eines Co-Repressorkomplexes dar (Rountree et al.,
2000, 2001; Robertson et al., 2000). So besitzt MBD2 die Fahigkeiten mit dem Mi-
2-Komplex zu interagieren, wahrend MBD3 eine Komponente dieses Repressor-
komplexes darstellt (Zhang et al., 1999; Carlone et al.,, 2001). Zudem kdnnen
sowohl DNMTs als auch bestimmte mCpG-Bindeproteine wie z.B. MeCP2, MBD1,
MBD2 und MBD3 Histon-Deacetylasen (HDACs) bzw. Histon-Methyltransferasen
rekrutieren bzw. sind mit diesen assoziiert (Fuks et al., 2003; Sarraf et al., 2004).
Diese Enzyme katalysieren die Deacetylierung und Methylierung der Histone H3
und H4, was zu einer festeren Bindung der Nukleosomen an die DNA und somit
zu einer dichteren Packung des Chromatins fuhrt. Eine dicht gepackte Chromatin-
struktur weist eine schlechtere Zuganglichkeit der DNA fur die Transkrip-
tionsmaschinerie auf und vermindert somit die Genexpression in diesem Bereich
(Jenuwein et al., 2001). Daruber hinaus kdénnen auch mCpGs alleine aufgrund
ihrer sterischen Beschaffenheit die Anlagerung spezifischer Transkriptionsfaktoren
wie z.B. USF (upstream stimulatory factor) blockieren (Iguchi-Ariga et al., 1989;
Fujii et al., 2006). Eine Ubersicht ber Mechanismen, anhand derer nach
Methylierung von CpGs eine Initiation der Transkription verhindert wird, ist in
Abbildung A.7 dargestellt.

Abbildung A.7: Mechanismen der
mCpG-vermittelten  Inhibition  der

r A ) Transkription. Unmethylierte CpG-
WM\ Dinukleotide sind als weiRe Kreise
dargestellt, methylierte CpG-Dinukleo-

W|_'—>RNA_Sxmhese tide werden durch schwarze Kreise
reprasentiert. Der Startpunkt der Trans-
kription ist durch einen Pfeil gekenn-
zeichnet. TF:  Transkriptionsfaktor;

- m HDAC: Histondeacetylase;
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M Keine RNA-Synthese
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Unklar ist allerdings derzeit noch, ob ein Abschalten der Genexpression durch die
abnormale Methylierung von CpG-Inseln bedingt wird, oder, ob das Silencen der
Genexpression ein  verandertes Methylierungsmuster zur Folge hat
(Prokhortchouk et al., 2002). So erfolgt eine Methylierung des zweiten X-
Chromosoms bei der Frau erst nach Inaktivierung der Genexpression (Clark et al.,
2002). Zudem kénnen umgekehrt auch Histon-Methylasen DNMTs in heterochro-
matische Regionen leiten und somit dort die DNA-Methylierung auslésen. Andere
Daten belegen, dass erst die Histon-Acetylierung zur aktiven Demethylierung des
betroffenen Genabschnittes fuhrt (Tamaru et al., 2001; Cervoni et al., 2001). Diese
Fragestellung erinnert an das Henne-Ei-Szenario und kann mdglicherweise nur
unter Annahme eines wechselseitigen Mechanismus, Uber den alle epigene-
tischen Modifikationen des Genoms verbunden sind, erklart werden (Sarraf et al.,
2004; Klose et al., 2006). Bis dato ist zudem unbekannt, auf welchen molekularen
Vorgangen eine Transkriptionsaktivierung durch das CGBP beruht. Ungeachtet
des zugrunde liegenden Mechanismus, spielen CpG-Dinukleotiden bei der Regu-
lation der Genexpression in Eukaryonten eine wichtige Rolle.

Eine hohe Transgenexpression ist Grundvoraussetzung flur gentherapeutische
Anwendungen, die DNA-Impfstoffentwicklung und eine effektive, biotechno-
logische Produktion therapeutischer Wirkstoffe im Saugersystem. Um Expression
und Immunogenitat von Vektoren durch Einbau von CpG-Dinukleotiden (siehe
A.3) bzw. CpG-Motiven (siehe A.2) gezielt verbessern zu kénnen, bedarf es daher
zunachst eines moglichst CpG-freien Ausgangsvektors. Eine CpG-Reduzierung
funktioneller Vektorkomponenten erfordert jedoch genaue Kenntnis der Bereiche,
die fur den zugrundeliegenden molekularen Wirkungsmechanismus essentiell
sind. Modifikationen in diesem Bereich konnten die Funktionalitat der
regulatorischen Elemente beeintrachtigen oder aufheben. Daher werden zunachst
Aufbau und Funktionsweise ausgewahlter, regulatorischer Vektorkomponenten
beschrieben.

A.4  Komponenten eukaryontischer Expressionsplasmide
A.4.1 CMV-Promotor

Um eine hohe Transgenproduktion zu gewahrleisten, werden in eukaryontischen
Expressionsvektoren starke virale Promotoren verwendet. Der Cytomegalovirus
major immediate early-Promotor/Enhancer-Komplex (CMV-Promotor) stellt dabei
derzeit den starksten bekannten eukaryontischen Promotorbereich dar (Loser et
al., 1998). Nahezu unabhangig von Spezies und Zellart vermittelt er eine hohe
Expression in vitro sowie in vivo (Boshart et al., 1985; Brooks et al., 2004). Neben
den fur eukaryontische Promotoren typischen Elementen wie z.B. der TATA-Box,
an welcher die Ausbildung des Transkriptionsinitiationskomplexes erfolgt, enthalt
der CMV-Promotor mehrere Wiederholungselemente (WH-Elemente) sowie
multiple Bindestellen fur spezifische Transkriptionsfaktoren (TFs). So binden die
Transkriptionsaktivatoren NFkB und CREB/ATF an die 18bp- und 19bp-
Wiederholungsbereiche (Sambucetti et al., 1989; Moens et al., 2001). Das 21bp-
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WH-Element hingegen beinhaltet einen negativen Regulator und hemmt die CMV-
Promotor abhangige Transkription (Kothari et al., 1991). Eine Zuordnung der
einzelnen WH-Elemente und Transkriptionsfaktoren zur Sequenz des CMV-
Promotors kann Abbildung A.8 enthommen werden. Die spezifischen Erkennungs-
sequenzen der einzelnen, in der Promotorregion lokalisierten TFs sind in Abbil-
dung D.2 aufgefuhrt.

Sequenz des CMV-Promotors

A-Bereich
1 gt t aATCGAT GTTGACATTG ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGS
YY1
61 TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC GTTACATAAGQTGGTAAA TGGCCCGCCT

CRE B-Bereich
121 GGCOGACCGC C%ééCGACCClcmTTG ACGT CAATAA TIGAOGTATGT TOCCATAGTA
K }

181 ACGCCAATAG wmm%mrwcr ATTTACGGTA AACTGCCCAC
241 ITCGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA A@AcecdméamT
301 AKATGECCOG CCTGGCATTA TGOCCAGTAC ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG
361 TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC GGITITGGCA GTAQAJCAAT
421 GGGCg'Il?ggX]T AGCGGTITGTCACGGGGA TTTCGTC chACCCCAA?TGACGTCAAT
481 ACEH/;I'TCEL mE;I’GGCACCA ARCAACGG CACTTTCCAMATGTCGTAA CAACTCEGEC
541 [CCATTGACGC AAATEGGCGG TAGGCGTGTA CGGTGGGAGG TR AJAGAGCEE

601 tc

Abbildung A.8: Wiederholungselemente in der Sequenz des CMV-Promotors. In der
Promotorregion lokalisierte WH-Elemente sind wie folgt gekennzeichnet bzw. farblich markiert:
17bp-WH-Element - blau unterstrichen, 18bp-WH-Element — grin markiert; 19bp-WH-Element -
eingerahmt, 21bp-WH-Element — rot markiert. Die in der jeweiligen Region bindenden TFs sind in
der Farbe des zugehdrigen WH-Elementes angegeben. Aus Ubersichtsgriinden werden die
Erkennungssequenzen fiir die einzelnen Transkriptionsfaktoren nicht aufgefiihrt, sondern kénnen
Abbildung D.2 entnommen werden. (Boshart et al.,, 1985, Meier et al., 1996). Der vordere
Sequenzabschnitt (A-Bereich) und die 3"-randstéandige Sequenz (C-Bereich) sind normal gedruckt,
wahrend die Sequenz des mittleren B-Bereichs kursiv dargestellt ist.

Die Promotorstarke wird jedoch nicht nur durch cis-regulatorische Elemente
beeinflusst, sondern kann auch in trans reguliert werden. So transaktivieren
bestimmte virale Proteine wie z.B. das SV40 T-Antigen die Aktivitdt des CMV-
Promotors (Moens et al., 2001). Durch entziindliche Reaktionen hervorgerufene
Cytokine reprimieren dagegen eine CMV-Promotor-vermittelte Expression in trans
und konnen ein Abschaltend der Genexpression bewirken (Brooks et al., 2004).
Allgemeine und spezifische Transkriptionsfaktoren lagern sich schlielich im
Promotorbereich zu mehreren spezifischen Nukleoproteinkomplexen zusammen
(Niller et al., 1991). Die Funktion bzw. das komplexe Zusammenspiel der
einzelnen WH-Elemente und Transkriptionsfaktoren bei der Regulation der CMV-
Promotoraktivitat ist jedoch noch nicht vollstdndig aufgeklart. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit ein kombinatorischer Ansatz zur Generierung CpG-freier
Promotorvarianten gewahlt.
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A.4.2 BGH-Polyadenylierungssignal

In eukaryontischen Zellen werden die Transkriptionsprodukte der RNA-
Polymerase Il (pra-RNA) in mehreren Prozessierungsschritten zu reifen RNA-
Transkripten umgewandelt. So wird zunachst an das 5° Ende des Transkriptes
eine Kappe aus methyliertem Guanin angehéangt. AnschlieBend kommt es zu einer
Entfernung von Introns durch Spleissen, sowie einer 3" Polyadenylierung der
Vorlaufertranskripte. Der im letzten Teilschritt angefiigte Poly(A)-Schwanz ist
notwendig fir eine Initiation der Translation und schitzt die messenger-RNA
(mRNA) vor Degradation (Lodish et al., 2001). In eukaryontischen Expressions-
vektoren wird zur Terminierung der Transkription zumeist das BGH- (Bovine
Growth Hormone) Polyadenylierungssignal eingesetzt, welches eine hohe
Expressionsleistung vermittelt (Yew et al., 1997; Xu et al., 2002). Im Folgenden
wird der Ablauf der Spaltung und Polyadenylierung von pra-RNA in
Saugetierzellen nédher erlautert (siehe Abbildung A.9).

Poly(A)-Signal

CStF

CPSF

Poly(A)-Stelle

AAUAAA

L ®

CStF

Fl
CFll

PAP
3

Abbildung A.9: Modell fur Spaltung

und Polyadenylierung von Pra-

MmRNA in Sdaugetierzellen. CPSF:
Cleavage and Polyadenylation
Specific Factor; CStF: Cleavage
Stimulatory Factor; CFl: Cleavage
Factor |; CFIl: Cleavage Factor lI;
PAP: Poly(A)-Polymerase; PABII:

Poly(A)-Bindungsprotein Il. Die
Poly(A)-Spaltstelle ist durch einen
Pfeil gekennzeichnet. N&ahere

Erlauterungen koénnen dem Text
entnommen werden. (Modifiziert nach

Lodish et al., 2001).
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Die komplexe Prozessierungsmaschinerie besteht aus wenigstens einem Dutzend
Polypeptiden, wobei dem CPS-Faktor (Cleavage and Polyadenylation Specific
Factor) eine zentrale Rolle zukommt. Das CPSF-Heterotetramer bindet im Bereich
des Polyadenylierungssignals spezifisch an die AAUAAA-Sequenz (1, Abbildung
A.9) der RNA (Proudfoot, 1989). In Anwesenheit des CSt-Faktors (Cleavage
Stimulatory Factor), der Spaltungsfaktoren CF | und CF Il sowie der Poly(A)-
Polymerase (PAP) erfolgt zunachst eine endonukleolytische Spaltung, 10 bis 35
Nukleotide stromabwarts vom AAUAAA-Signal (2,3 Abbildung A.9). Im zweiten
Schritt der 3" Prozessierung katalysiert die PAP das Anhéangen eines Poly(A)-
Schwanzes an die mRNA. Wahrend dieses Prozesses gewéhrleisten CPSF und
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ein Poly(A)-Bindungsprotein (PAB II) den Kontakt der PAP mit der zu verlangern-
den RNA (4, Abbildung A.9). Erst nach Erreichen der spezifischen P(A)-Schwanz-
lange von circa 250 Nukleotiden wird die Reaktion terminiert (5, Abbildung A.9).

A.4.3 pUC origin of replication

Neben starken Promotoren und Terminationssignalen zum Erhalt einer hohen
Transgenexpression, besitzen eukaryontische Expressionsvektoren meist einen
bakteriellen Replikationsursprung. Der sogenannte origin of replication ermdglicht
eine Vermehrung des gewiinschten Plasmides in Bakterien, unabhangig von der
Replikation der genomischen bakteriellen DNA (Lodish et al., 2001). Haufig bein-
halten Vektoren den etwa 600 Basenpaare umfassenden pUC (ColE1) origin of
replication, dessen Funktion nachfolgend erlautert wird (siehe Abbildung A.10).
Der Replikationsprozess beginnt mit der Transkription der 555-bp-langen RNAII,
welche unter der Kontrolle des vorgeschalteten RNA-Promotors steht. Die RNAII
bildet eine spezifische Sekundarstruktur aus, deren G-reiche Schleife an eine
Cytidin-reiche Region der origin-DNA (C-reiche Region) bindet. Das Enzym
RNaseH erkennt derartige DNA/RNA-Hybride und schneidet den DNA/RNAII-
Komplex so, dass im Bereich des origins ein an die Plasmid-DNA angelagerter
RNA-Primer entsteht (Itoh et al., 1979). Die freie 3" -OH-Gruppe des RNA-Primers
bildet anschlieRend die Ansatzstelle fur die DNA-Polymerase, welche nun eine
Replikation des Plasmides vermittelt (Jung et al., 1995).
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Dieser Replikationsmechanismus wird Uber das 108-bp-lange RNAI-Transkript
und das Rom-Protein reguliert. Dabei ist die Sequenz der RNAI revers
komplementdr zum 5°-Bereich der RNAIl (siehe Abbildung D.1). Nach
Stabilisierung durch das Rom-Protein bilden die RNAI und der 5°-Bereich der
RNAII eine stabile RNA-RNA-Duplex aus, wodurch schlief3lich die Plasmidreplika-
tion inhibiert wird (Kues et al.,, 1989; Cesareni et al., 1982). Dieser negative
Regulationsmechanismus sorgt bei Low-copy-Plasmiden fir eine Kontrolle der
vorliegenden Zahl an Plasmidkopien. Ist das RNAII-Transkript jedoch langer als
360 Basenpaare, wie es beim pUC origin of replication (siehe Abbildung D.1,
grine Sequenz) der Fall ist, geht die inhibitorische Funktion der RNAI verloren.
Plasmide mit einem derartigen Replikationsursprung vermitteln in Bakterien eine
hohe Kopienzahl und werden als High-copy-Plasmide bezeichnet (Merlin et al.,
1995).

A.5 Gensynthese

Unter Bertcksichtigung funktioneller Mechanismen wurden fur kodierende und
regulatorische Vektorkomponenten sowie fir verschiedene Transgene CpG-
modifizierte Sequenzen konzipiert. Um diese theoretisch konstruierten DNA-
Fragmente in der Praxis herzustellen, wurde die Gensynthese als
».molekularbiologisches Werkzeug® gewahlt. Neben der klassischen Gensynthese
wurde ein Teil der Konstrukte mittels kombinatorischer Verfahren hergestellt.
Dabei impliziert der Begriff Gensynthese die Herstellung natirlich vorkommender
sowie kinstlich verénderter dsDNA-Fragmente aus einzelstrdngigen Oligo-
nukleotiden. Derzeit kdnnen in polymerase- bzw. ligasebasierten Verfahren bis zu
mehreren Kilobasen grol3e dsDNA-Fragmente sowie komplette Plasmide
synthetisch generiert werden (Wagner, 2001).

Forderlich ist die Verwendung synthetischer DNA-Sequenzen z.B. bei der
Gewinnung rekombinanter Proteine im heterologen Expressionssystem. Der
genetische Code besitzt zwar nahezu universelle Gultigkeit, die fir eine
Aminosaure synonymen Kodons werden jedoch von verschiedenen Spezies im
Verhéltnis zueinander unterschiedlich haufig genutzt. Zudem besteht eine starke
Korrelation zwischen dem sogenannten Kodongebrauch eines Organsimuses und
den entsprechenden t-RNA-Haufigkeiten (Ikemura, 1982, 1985). Daher ist die
Expression eines Transgens in einem anderen System als dem Ursprungs-
organismus oftmals limitiert oder gar nicht moglich. So schlugen erste Versuche
fehl, das Green-fluorescent-protein aus der Qualle Aequorea victoria in humanen
Zellen zu exprimieren. Erst nach Anpassung der Ausgangssequenz an den
Kodongebrauch des Menschen wurde eine zufriedenstellende Expression des
fluoreszierenden Reporterproteins erzielt (Zolotukhin et al.,, 1996). Um eine
effiziente Produktion rekombinanter therapeutischer sowie diagnostischer Proteine
in gangigen pharmazeutischen Expressionssystemen wie z.B. Pichia pastoris oder
CHO-Zellen (Vernon, 2004) zu gewahrleisten, ist somit eine Anpassung der
Ausgangssequenz an die im jeweiligen Zielorganismus vorherrschende
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Kodonwahl nétig (Graf et al., 2004, Zhou et al., 2004). Im Rahmen dieser soge-
nannten ,Optimierung” (siehe B.1.5) kdnnen weitere Parameter, wie z.B. Spleiss-
stellen, vorzeitige Polyadenylierungssignale, Sequenzrepetitionen sowie CpG-
Motive und CpG-Dinukleotide eliminiert oder in die Sequenz integriert werden, um
eine verbesserte Expression zu erreichen bzw. wissenschaftliche Fragestellungen
zu adressieren.

Neben signifikanten Kosteneinsparungen bei der Produktion bestehender
pharmazeutischer Therapeutika tragt die Gensynthese durch Bereitstellung von
randomisierten Genvarianten bzw. Genbibliotheken aber auch zur Identifikation
neuer Wirkstoffklassen bei. Auch im Bereich der DNA-Vakzinierung haben sich
synthetische Gene bewahrt, da sie neben einer erhéhten Transgenexpression ver-
besserte Sicherheitsaspekte aufweisen. So vermindert die verringerte Sequenz-
homologie zu Wildtyp-Sequenzen die Wahrscheinlichkeit von Rekombinations-
ereignissen und somit die Generation chimérer, potentiell pathogener Konstrukte.
Des Weiteren spielt die Gensynthese eine bedeutende Rolle im Rahmen der
Gentherapie. Die kunstliche Konstruktion von Genfahren mit moglichst geringer
Immunogenitat erhéht dabei die Chance einer erfolgreichen Behandlung eines
Gendefektes, da Immunreaktionen, welche zur Eliminierung positiv transfizierter
Zellen fuhren, vermindert werden (Bestor et al., 2000; Reyes-Sandoval et al.,
2004). Zudem stellt die Gensynthese derzeit eine Alternative zur Isolierung
seltener oder schwer isolierbarer Genvarianten dar. Im Rahmen dieser Arbeit
sollte mittels synthetisch hergestellter Vektorkomponenten die Rolle von CpG-
Dinukleotiden bei der Regulation der Transgenexpression untersucht werden.

A.6 Zielsetzung

Im Bereich der modernen Medizin sowie in der Biotechnologie werden fremde
Transgene meist unter Verwendung bakterieller Plasmidvektoren in das jeweilige
Expressionssystem eingebracht. In bakterieller DNA gehauft auftretende stimulie-
rende CpG-Motive (siehe A.2) beeinflussen in erheblichem Mal3e die Immuno-
genitat und Transgenexpression eines Vektorkonstruktes. Um unerwinschte
Immunreaktionen zu unterbinden und eine stabile Transgenexpression zu gewahr-
leisten, war es Ziel dieser Arbeit, eine modular aufgebaute, CpG-reduzierte
Vektorplattform zu entwickeln. Neben kodierenden Bereichen sollten in kombinato-
rischen Ansatzen auch regulatorische Elemente wie z.B. der CMV-Promotor oder
das BGH P(A)-Signal hinsichtlich ihres CpG-Gehaltes minimiert werden. Die
erhaltenen CpG-reduzierten Vektorkonstrukte sollten anschlie3end in transienten
und stabilen Zellkulturexperimenten auf ihre Funktionalitdt und Expressions-
leistung hin untersucht werden. Ein ,immun-neutrales” Ausgangsplasmid kann
schlie3lich durch gezielte Integration immunmodulierender Sequenzen je nach
Anwendungszweck in seiner Immunwirkung verandert werden.

DarlUber hinaus sind CpG-Dinukleotide (siehe A.3) wesentlich an der epigeneti-
schen Regulation der Genexpression beteiligt. Unter anderem wird das Vorliegen
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methylierter CpG-Dinukleotide im Bereich des Transgens fur ein Abschalten der
zugehorigen Genexpression verantwortlich gemacht. Da eine hohe und lang an-
dauernde Expression des Transgens jedoch fir viele Plasmid-Applikationen wie
z.B. die DNA-Vakzinierung Grundvoraussetzung ist, sollte im Rahmen dieser
Arbeit der Zusammenhang von CpG-Dinukleotid-Gehalt im Leserahmen und Héhe
und Dauer der resultierenden Transgenexpression naher untersucht werden. Dazu
sollten CpG-freie sowie CpG-maximierte Varianten der Reportergene GFP und
p24 synthetisch hergestellt werden und in stabilen und transienten Analysen hin-
sichtlich ihrer Reporteraktivitait und Proteinproduktion mit dem jeweiligen
Ausgangskonstrukt verglichen werden. Exemplarisch sollten die GFP-Reporter-
varianten auf transkriptioneller Ebene beziiglich verschiedener Faktoren, wie z.B.
vorliegender RNA-Transkriptmenge, Kernexportrate, RNA-Stabilitat sowie der
Existenz alternativer Spleissprodukte charakterisiert werden. Dadurch sollten de-
taillierte Erkenntnisse Uber die Beteiligung von CpG-Dinukleotiden an der Regula-
tion der Transgenexpression gewonnen werden. Eine Kombination von Vektoren
und kodierenden Bereichen unterschiedlichen CpG-Gehaltes soll schlief3lich die
Evaluierung und Definition applikationsspezifscher Sequenzanforderungen ermog-
lichen.



B Material und Methoden

B.1 Klonierungen und gentechnische Arbeiten

Soweit nicht anders vermerkt, wurden fur Klonierungen in Escherichia coli (E. coli)
Standardmethoden angewendet (Sambrook et al., 1989). Restriktionsenzyme und
T4 DNA-Ligase wurden von Roche (Mannheim) und New England Biolabs
(Schwalbach, Taunus) bezogen. Fiur die Amplifikation von DNA-Abschnitten aus
Plasmid-DNA sowie zum Reamplifizieren von PCR-Produkten wurden die
TaqPlus® Precision DNA-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) und Nukleotide
von Applied Biosystems (Weiterstadt) verwendet. Grol3ere Mengen an Plasmid-
DNA wurden Uber Nucleobond-Tip AX500 bzw. AX100 Saulen (Macherey &
Nagel, Diuren) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Zur Aufreinigung von PCR-
Produkten wurde der QIAquick Purification Kit (Qiagen, Hilden) verwendet. Die
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit Hilfe des QIAquick
Gel Extraction Kits Mini (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Sequenzierungen zur Verifizierung von DNA-Abschnitten erfolgten nach der
Methode von Sanger et al. (1977) unter Verwendung eines automatischen
Sequenziergerates der Firma Geneart (Regensburg). Alle tbrigen Chemikalien
waren kommerzielle Reagenzien von hoéchster Reinheit.

B.1.1 Bakterien und Nahrmedien

Zu Klonierungszwecken und zur Amplifikation von High-copy-Plasmiden wurde
hauptsachlich der E. coli K-12 Stamm DH5a (Life Technologies, Karlsruhe)
verwendet. Bei Verwendung von dam-sensitiven Enzymen wie z.B. Clal wurden
die jeweiligen Plasmide im Stamm GM2163 (New England Biolabs, Schwalbach,
Taunus) amplifizert. Chemisch transformationskompetente Bakterien wurden nach
der RbCI-Methode hergestellt. Die verwendeten Bakterienstimme weisen den wie
folgt angegebenen Genotyp auf:

DH5a: F" supE44 AlacU169 (¢80 lacZAM15) hsdR1 recAl endAl gyrA96
thi-1 relAl (Dieser Stamm ist zur Blau-Weil3 Selektion positiver
Transformanten geeignet; Hanahan, 1983.)

GM2163: F dam-13::Tn9 dcm-6 hsdR2 leuB6 his-4 thi-1 ara-14 lacY1 galK2
galT22 xyl-5 mtl-1 rpsL136 tonA31 tsc-78 supE44 McrA" McrB-
(Dieser Stamm wird fur Klonierungsarbeiten mit dam- und dcm-
sensitiven Restriktionsenzymen verwendet.)

Die Anzucht der Bakterien erfolgte in Luria Bertani (LB-) oder Terrific Broth (TB-)
Flissigmedium bzw. auf LB-Agarplatten Gber Nacht bei 37C. Zur Selektion der
positiven Transformanten wurde entsprechend dem verwendeten Plasmid
Ampicillin (100 pg/ml) oder Kanamycin (25 pg/ml) zugesetzt.
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B.1.2 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotidsequenzen sind im Anhang (siehe F.1) angegeben.
Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion (Martinsried), Invitrogen (Leek,
Niederlande) bzw. Geneart (Regensburg) bezogen. Degenerierte Oligonukleotide
sowie Oligonukleotide zur Herstellung synthetischer Gene wurden von der Firma
Geneart (Regensburg) hergestellt. Wegen ihrer grof3en Anzahl werden die flr
Gensynthesen verwendeten Oligonukleotide nicht aufgefuhrt, sondern kénnen den
kodonoptimierten Sequenzen entnommen werden (siehe Anhang F.2.1). Alle
Oligonukleotide fur die im Rahmen dieser Arbeit synthetisch hergestellten Gene
wurden mit dem Programm GeneOptimizer™ (Geneart, Regensburg) unter
Verwendung der Genbank-Sequenz entworfen. Zudem wurden an den
endstdndigen Oligonukleotiden fir die nachfolgenden Klonierungen passende
singulare Schnittstellen sowie vier zusatzliche, beliebige Nukleotide angefuigt, um
die Effektivitat der Restriktionsenzyme bei den nachfolgenden Klonierungsarbeiten
zu gewabhrleisten.

B.1.3 Plasmide
Detaillierte Gensequenzen sind im Anhang unter Punkt F.3 angegeben.

Zur Herstellung der Reporterplasmide wurde das jeweiligen Transgen unter
Verwendung der 5° Hindlll- sowie der 3" BamHI-Restriktionsschnittstellen in den
multiplen Klonierungsbereich (MCS) der eukaryontischen Expressionsvektoren
kloniert.

B.1.3.1 Das Flp-In™-System (Invitrogen)

Dieses DNA-Rekombinationssystem macht sich die Fahigkeit der Flp-
Rekombinase aus Saccharomyces cerevisiae zunutze. So ermoglicht die Flp-
Rekombinase eine zielgerichtete Integration des gewlnschten Gens in einfacher
Ausfuhrung ins Genom der Wirtszelle (Craig, 1988; Sauer, 1994). Damit kbnnen
rekombinante Zelllinien generiert werden, deren Expressionsleistung direkt
verglichen werden kann.

B.1.3.1.1 pFRT/lacZeo Vektoren

Das Flp-In System besteht aus drei verschiedenen Vektoren. Die erste
Komponente, der Vektor pFRT/lacZeo bzw. pFRT/lacZeo2, ist in das Genom der
Wirtszellinie integriert. Dieser Vektor tragt unter der Kontrolle des SV40 early
promotors (293T-Zellen) bzw. eines veranderten SV40 early promotors mit
verringerter Aktivitdt (CHO-Zellen) ein lacZ-Zeocin Fusionsgen. Eine FRT-Signal
(FIlp Recombination Target-Signal) nach dem jeweiligen SV40-Promotor und dem
ATG-Startkodon fungiert als Bindungs- und Insertionsstelle fir die Flp-
Rekombinase. Die Zeocin-Resistenz im Vektor erlaubt dabei eine Selektion auf
positive Klone und somit die Aufrechterhaltung der Wirtszellinie. Auf3erdem besitzt
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der Vektor einen pUC origin und ein Ampicillin-Resistenzgen fur das Wachstum
und die Selektion in E. coli. Bei Flp-In CHO-Zellen sorgt der veranderte SV40 early
promotor mit verringerter Aktivitat fur die Integration des Vektors pFRT/lacZeo2 in
eine transkriptionell hoch aktive Region im Genom, da nur so die fir eine
Zeocinresistenz erforderliche Zeocin Expression gewahrleistet werden kann.

B.1.3.1.2 pOG44-Expressionsplasmid

Das 5785-bp-groRe Plasmid pOG44 stellt eine weitere Komponente des Flp-In-
Systems dar. Die Transkription des Flp-Gens erfolgt unter der Kontrolle des hCMV
(humanes Cytomegalievirus) immediate early-Promotors, welcher im Folgenden
als CMV-Promotor bezeichnet wird. Zur Erh6éhung der RNA-Stabilitat enthalt der
Vektor das SV40-Polyadenylierungssignal (SV40 late polyadenylation signal),
welches auch eine Transkriptionsterminations-Sequenz enthalt. Zwischen CMV-
Promotor und Flp-Gen befindet sich ein synthetisches Intron, das fir eine
gesteigerte Expression des Flp-Gens sorgt. Das Flp-Gen kodiert fur eine temper-
aturabhangige Flp-Rekombinase, die eine konservative Rekombination zwischen
den FRT-Signalen (Flp-In recombination target site) vermittelt. FUr die Replikation
und das Wachstum in E. coli besitzt der Vektor einen pUC origin und fur die
Selektion positiver bakterieller Transformanten eine Ampicillinresistenzkassette.

B.1.3.1.3 pcDNAS/FRT

Der 5.1-kb-gro3e Expressionsvektor ist Trager des gewinschten Transgens sowie
eines weiteren FRT-Signals. Eine Kotransfektion dieses Vektors mit dem pOG44-
Expressionsplasmid, das fir die Flp-Rekombinase kodiert, fihrt in Flp-In
Saugerzellen zu einer homologen Rekombination der FRT-Stellen im Genom und
auf dem Expressionsvektor. Damit kommt es zu einer gezielten Integration des
gewiinschten Gens in das Genom der Wirtszelle. Die Expression der integrierten
Gensequenzen erfolgt durch die Promotorregion aus dem immediate early gene
des hCMV (CMV-Promoter). Zudem enthélt der Vektor die T7 promotor/priming-
Region fur die in vitro Transkription von sense RNA und die Sequenzierung des
Transgens. Weiterhin enthélt der Expressionsvektor pcDNAS/FRT ein
Polyadenylierungssignal und eine Transkriptionsterminations-Sequenz aus dem
bovine growth hormone (BGH) (Goodwin et al., 1992) sowie das
Hygromycinresistenzgen (ohne ATG) zur Selektion stabiler, positiv transfizierter
Zellklone, das von einem SV40-Polyadenylierungssignal terminiert wird. Zusatzlich
beinhaltet der Vektor ein Ampicillinresistenzgen (amp) fur die Selektion positiver,
bakterieller Transformanten, sowie einen pUC origin fur die Replikation in E. coli.
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B.1.3.1.4 Schematische Darstellung

Die nachfolgende Abbildung zeigt das Zusammenspiel der einzelnen
Komponenten des Flp-In Systems. In der jeweiligen Wirtszelllinie befindet sich der
Vektor pFRT/lacZeo (293T) bzw. pFRT/lacZeo2 (CHO) stabil in das Genom
integriert. Daraus resultiert die stabile Expression des lacZ-Zeocin-Fusiongens,
das die Aufrechterhaltung der gewilnschten Zelllinie sowie eine X-Gal-Farbung
ermdglicht (1). Im néachsten Schritt wird der pcDNAS/FRT-Expressionsvektor, der
das Transgen (GOI; gene of interest) enthalt, zusammen mit dem fir die Flp-
Rekombinase kodierenden Plasmid pOG44 im Verhaltnis 1.9 in die Wirtszelllinie
kotransfiziert (2). Nach Expression der Flp-Rekombinase katalysiert diese eine
homologe Rekombination zwischen den FRT-Signalen im Genom der Wirtszelllinie
und auf dem Expressionsvektor (3). Bei erfolgreicher Integration des
pPcDNAS/FRT-Expressionskonstruktes erhéalt das Hygromycinresistenzgen ein
Start-ATG und wird unter der Kontrolle des jeweiligen SV40-Promoters exprimiert
(4). Stabil transfizierte Zellen weisen daher Hygromycinresistenz auf und kénnen
somit positiv selektioniert werden. Das lacZ-Zeocin-Fusionsgen dagegen steht
nach homologer Flp-Rekombination nicht mehr unter der Kontrolle des SV40-
Promotors (4), weswegen stabil transfizierte Zellen Zeocin-Sensitivitat aufweisen
und die Aktivitat des lacZ-Operons verlieren.

+ pOG44
(2) { + pcDNAS/FRT

4 A
| peDNASFRT
Expression
Vector

Abbildung B.1: Schematische Darstellung des Flp ™.In Systems. Nahere Informationen
kénnen dem Text entnommen werden.
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B.1.4 PCR-Techniken (Polymerase chain reaction)

Mit Hilfe von Startermolekilen (Primern) wurden gezielt DNA-Fragmente
amplifiziert, gewtnschte Mutationen in Plasmid-DNA eingefihrt sowie E. coli-
Kolonien nach der Transformation auf positive Transformanten getestet. Die
Durchfihrung der PCR-Analysen erfolgte in einem programmierbaren
Thermocycler (Mastercycler Gradient Eppendorf) bzw. einem iCycler der Firma
BioRad (Munchen). Fir alle in der Arbeit durchgefihrten PCR-Analysen wurde die
TaqPlus® Precision DNA Polymerase (Stratagene, Heidelberg) verwendet.

B.1.4.1 Standard PCR-Bedingungen

Fur Plasmid-DNA wurden folgende PCR-Standardbedingungen zur Amplifizierung
von Fragmenten sowie zum Anfligen von Restriktionsstellen an den 5° bzw. 3
Bereichen der gewilinschten Sequenz verwendet.

Tabelle B.1: Standard-PCR-Protokoll (750-bp Fragmen t)

Komponenten Volumen | PCR-Bedingungen: | Temperatur | Zeit
HoOgest 42,0 yl | 1. Denaturierung 95C 30 sec
dNTPs (10 mM ;je 2,5 mM) 1l 2. Amplifizierung* 95C 30 sec
5 Primer pf (100 uM) 0,5 ul 55¢C 30 sec
3"Primer pb (100 uM) 0,5 ul 72<C 45 sec
Matrize (250 ng/ul); bei Kontrolle HyOgest 0,5 ul

10-fach Puffer 5ul 3. Elongation 72T 4min
TagPlus'" Precision Polymerase (5 U/ul) | 0,5 pl

Endvolumen 50 ul

* Schritt 2: 30 Zyklen

Der Test auf positive Transformanten wurde gemald dem oben beschriebenen
Standard-PCR-Ansatz durchgefuhrt. Es wurde jedoch der Qiagen-Mastermix
(Qiagen, Hilden) verwendet und das Endvolumen halbiert (25 pl). Zusatzlich wurde
der erste Denaturierungsschritt auf vier Minuten verlangert.

B.1.4.2 Gradienten-PCR

Die Analyse grolRerer Fragmente genomischer DNA (> 1,2 kb) mit zwei
spezifischen Primern erfolgte mittels Gradienten-PCR-Analysen. Dabei wurde die
Primer-Annealing-Temperatur bei jedem Zyklus um 0,5 € verringert und somit der
geeigntete Temperaturbereich zur Amplifikation des jeweiligen Fragmentes geno-
mischer DNA ermittelt. Diese Methode ermdglichte den spezifischen Nachweis
von in einfacher Ausfiihrung im Genom vorliegender DNA-Sequenzen.
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Tabelle B.2: Gradienten-PCR-Protokoll (750-bp Fragm  ent)

Komponenten Volumen | PCR-Bedingungen: Temperatur Zeit

HoOgest 42,0 yl | 1. Denaturierung 95T 4 min
dNTPs (10 mM ;je 2,5 mM) 1l 2. ,Gradienten-PCR" 95C 30 sec
5 Primer pf (100 uM) 0,5 ul Amplifizierung* 60C-50C |30 sec
3"Primer pb (100 uM) 0,5 ul 72T 30 sec
Matrize (250 ng/ul); bei Kontrolle HyOgest 0,5 ul | 3. Amplifizierung* 95C 30 sec
10-fach Puffer 5ul 45T 30 sec
TagPlus'" Precision Polymerase (5 U/ul) | 0,5 pl 72T 30 sec
Endvolumen 50 pl 4. Elongation 72T 7 min

* Schritt 2: 30 Zyklen; Schritt 3: 10 Zyklen

B.1.4.3 Fusions-PCR

Eine Veranderung der Plasmid-DNA an definierten Stellen sowie die gezielte
Kombination von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Fusions-PCR. So wurden mit
dieser Methode Restriktionsschnittstellen eingeftigt bzw. CpG-Dinukleotide durch
Verwendung degenerierter Oligonukleotide alternativ ausgetauscht. Zudem
wurden partiell CpG-freie Promotorchimaren zu vollstandig CpG-freien Varianten
zusammengefugt. Eine schematische Darstellung der ortsgerichteten Mutagene-
se durch Fusions-PCR zeigt Abbildung B.2.

c Abbildung B.2: Schematische Darstellung
> ~—> =~ der ortsgerichteten Mutagenese durch
< Fusions-PCR. Zunédchst  werden in
b d separaten PCR-Ansétzen zwei Teilfragmente
(1)+ l (1) (AB und CD) der zu mutierenden Sequenz
e generiert (1). Jeder Ansatz enthalt dabei ein
< flankierendes Oligonukleotid, das an das
— eine  Ende der Zielsequenz bindet
CD (Amplifikationsprimer a oder d) und ein
@ ¢ internes Oligonukleotid (b oder c), das sich
neben der Mutationsstelle anlagert und tber
——————— sein  nicht paarendes 5-Ende die
gewilnschten Mutationen einfihrt. Durch die
3) ¢ d Verwendung von teilweise komplementéaren,
internen Mutageneseoligonukleotiden erhal-
ten die beiden Teilfragmente AB und CD
mutiertes Fusionsprodukt AD uberlappende Enden, Uber die sie in einer
zweiten PCR fusioniert werden kodnnen.
Nach Denaturierung koénnen die Einzel-
strange der benachbarten Teilfragmente tber ihre komplementéren Enden paaren und so
zum Teil als Primer fur die Tag-Polymerase fungieren (2). Das Resultat dieser Primer-Ver-
langerung ist ein mutiertes Fusionsprodukt (3), welches anschliel3end in Anwesenheit des
Oligonukleotidpaares a/d amplifiziert wird. Diese Methode ermdglicht die simultane Fusion
von bis zu funf DNA-Fragmenten durch Paarung der jeweils komplementaren Enden.

Fur einen Fusions-PCR-Ansatz wurden Standardbedingungen verwendet
(B.1.4.1), wobei die Amplifikationsprimer erst nach 10 Zyklen zugegeben wurden.
Die jeweiligen Annealing-Temperaturen wurden entsprechend der Schmelz-
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temperatur der Uberlappenden Primerbereiche gewahlt. Als Matritze dienten bis zu
funf far eine Fusion generierte Teilfragmente (je 250 ng/ul).

B.1.5 Optimierung und Herstellung synthetischer Gen e

Die Optimierung der Ausgangssequenzen erfolgte unter Verwendung der Software
GeneOptimizer™ (Geneart, Regensburg). Dabei wurde unter Beibehaltung der
Aminosauresequenz des Ausgangskonstruktes eine Nukleotidsequenz entwickelt,
die hinsichtlich verschiedener unterschiedlich gewichteter Parameter verédndert
war. Neben der Modulation des CpG-Gehaltes und der Eliminierung bzw. Integra-
tion bestimmter singuléarer Restriktionsschnittstellen wurde bei dem Design der
synthetischen Konstrukte unter anderem darauf geachtet, keine negativ wirk-
samen cis-aktiven Elemente wie Spleisstellen, Polyadenylierungssignalstellen,
interne TATA-Boxen oder Ribosomen-Bindestellen zu generieren. Kodierende Re-
gionen wurden unter Beibehaltung der Kodonwahl des jeweiligen Organismuses
optimiert, um die resultierende Transgenexpression mit der des jeweiligen Aus-
gangskonstruktes vergleichen zu kénnen.

Fur jedes Konstrukt wurde deshalb der ermittelte CAl (codon adaption index)
angegeben, der ein Mal} fur die Gite der verwendeten Kodons darstellt (Sharp et
al., 1987). Bei Verwendung ausschlief3lich optimaler Kodons wird im Idealfall ein
CAl von 1 erreicht. Ein CAI groéf3er als 0,9 fihrt aber bereits zu einer sehr hohen
Transgenexpression, da zwischen dem Kodongebrauch eines Organismuses und
den entsprechenden tRNA-Frequenzen eine starke Korrelation besteht (Ikemura,
1985; Zhou et al., 2004). Nicht nur der CAI als Durchschnittswert wurde wahrend
des Optimierungsprozesses weitestgehend aufrechterhalten, sondern auch die
Haufigkeit der selten bzw. oft verwendeten Kodons blieb gleich. Zudem wurden
alle generierten Sequenzen hinsichtlich ihres GC-Gehaltes, des Anteils der
Nukleotide Cytidin und Guanosin an der Gesamtsequenz, mit ihrer nicht optimier-
ten Version verglichen. Der GC-Gehalt eines synthetischen Gens sollte dem im
jeweiligen Zielorganismus vorherrschendem GC-Gehalt angepasst sein. Zudem
sollten extrem AT-reiche Sequenzen vermieden werden, da AT-reiche RNA-
Transkripte instabil sind und zu einer verringerten Expression fuhren. Neben der
Zahl an CpG-Dinukleotiden wird fur die einzelnen Konstrukte auch der Gehalt an
TpA-Dinukleotiden angegeben, da deren Beteiligung an der Regulation der
Expression in der Literatur diskutiert wird (Duan et al., 2003).

Die konstruierten Sequenzen wurden anhand einer PCR-basierten Gensynthese-
methode kunstlich hergestellt (Geneart, Regensburg) und unter Verwendung der
Restriktionsenzyme Kpnl und Sacl in die Klonierungsvektoren pPCR-Script
(Stratagene, Heidelberg) bzw. pUC19 (New England Biolabs, Schwalbach,
Taunus) eingesetzt.



Material und Methoden 29

B.1.6 Isolierung und Analyse genomischer DNA aus eu  karyontischen Zellen

Zur Untersuchung genomisch integrierter Plasmid-DNA wurde die genomische
DNA aus stabil transfizierten Saugerzellen (siehe B.2.1) mit dem QlAamp Blood
Mini Kit (Qiagen, Duren) nach Herstellerangaben isoliert. Dabei wurde das Proto-
koll far kultivierte Zellen verwendet. Anschlie3end wurde der gesamte Bereich des
integrierten Transgens mit den Oligonukleotiden huGFP_pf/huGFP_pb fur h_GFP
60, EO19pf/EO019pb fir h_ GFP 0 bzw. GFPmax_pf/GFPmax_pb fir h_GFP 93
(siehe F.1.1) in einer Standard PCR-Analyse mit 30 Zyklen amplifiziert und die
erhaltenen 740-bp PCR-Fragmente bezuglich ihrer Sequenz verifiziert. Um die
Integration des Expressionsvektors in die gewinschte genomische Region nach-
zuweisen wurden weitere Gradienten-PCR-Produkte generiert. Dabei wurde ein
Oligonukleotid im Bereich des SV40-Promoters der Zellinie (FRT_pf) sowie ein
Oligonukleotid im lacZ-Zeocin-Fusionsgen (FRT_pb) verwendet (72C — 68T
Annealing; 7 min Elongation). Bei gewunschter Integration resultiert ein circa 7-kb
grof3es DNA-Fragement aus der Kombination der Primer FRT_pf und FRT_pb. Zur
Optimierung der PCR Parameter wurden mehrere Gradienten-PCR-Analysen
durchgefthrt. In alle PCR-Analysen zum Nachweis genomischer DNA wurde je-
weils 1 pg genomischer DNA als Matrize eingesetzt.

B.2 Zellkulturtechniken und Infektionen

Samtliche Zellkulturmedien und Zusétze wurden von PAN Biotech GmbH
(Aidenbach), Invitrogen (GIBCO™, Karlsruhe) oder SIGMA (Deisenhofen) bezo-
gen. Alle verwendeten Chemikalien waren speziell fur Zellkulturen getestet. Kultur-
gefalRe fur Zellen wurden von BD Biosciences (Heidelberg) bezogen.

B.2.1 Kultivierung verwendeter Zelllinien

Alle Saugerzelllinien wurden bei 37C und einem CO ,-Anteil von 5% Kkultiviert
sowie nach Erreichen der Konfluenz im Verhaltnis 1:10 subkultiviert (Ausubel et
al., 1987).

Die adharent wachsende, p53-negative humane Lungenkarzinomzelllinie H1299
(Mitsudomi et al., 1992) wurde in Dulbecco’s Maodifiziertem Eagle Medium (DMEM)
mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), Natriumpyruvat, 10% inaktiviertem fétalem
Kalberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) gezogen.
Weiter wurden Flp-In™ 293T-Zellen (Invitrogen, R750-07) verwendet. Diese
adharent wachsenden Ad5/SV40-transformierten, humanen Nierenepithelzellen
besitzen stabil integriert in ihr Genom eine Kopie des Vektors pFRT/lacZeo (siehe
B.1.3.1.1.) und exprimieren stabil das lacZ-Zeocin-Fusionsgen. Die Kultivierung
der Flp-In™ 293T-Zellinie erfolgte in Dulbecco’s Modifiziertem Eagle Medium
(DMEM) mit L-Glutamin, D-Glucose (4,5 mg/ml), Natriumpyruvat, 10% inaktivier-
tem fotalem Kalberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100
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ug/ml). Als Selektionsmarker wurde dem Medium Zeocin™ (Invitrogen, Leek,
Niederlande) mit einer Konzentration von 100 pg/ml zugegeben. Bei den Flp-In ™
CHO-Zellen (Invitrogen, R758-07) handelt es sich um Zellen aus dem Ovar eines
Chinesischen Hamsterweibchens (Cricetulus griseus), in deren Genom stabil eine
Kopie des Vektors pFRT/lacZeo2 verankert ist (siehe B.1.3.1.1). Die adharent
wachsende Zellinie wurde unter Verwendung des HAM’s F12 Mediums mit L-
Glutamin, 10% inaktiviertem fotalem Kalberserum (FKS), Penicillin (100 U/ml),
Streptomycin (100 pg/ml) sowie mit Zeocin™ (100 pg/ml) als Selektionsmarker
gezogen.

B.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu
wurden 50 pl einer grindlich resuspendierten Zellkultur mit der gleichen Menge
einer 0,5%-igen Trypanblau-Lésung vermischt. Tote Zellen waren bei der
nachfolgenden Mikroskopie durch eine deutliche Blaufarbung erkennbar und
wurden nicht in die Berechnung der Lebendzellzahl einbezogen.

B.2.3 Transiente Transfektion eukaryontischer Zelle n

1,5 x 10° bzw. 2,5 x 10° H1299-Zellen wurden in Petrischalen (Flache: 58,95 cm?)
bzw. 6-Well-Schalen (Flache: 9,6 cm?) ausgeséat und 24h spater durch Calcium-
phosphat-Prazipitation (Graham et al., 1973) mit max. 45 pug (Petrischalen) bzw.
mit max. 15 pg (6-Well-Schalen) Plasmid-DNA transfiziert. Zellen und Kulturtiber-
stande wurden 48 bzw. 72 h post transfectionem geerntet.

B.2.4 Herstellung stabiler eukaryontischer Zellen ( Flp-In ™ System)

Zunachst wurden 1,5 x 10° Zellen (fiir CHO Flp-In™) bzw. 2,5 x 10° Zellen (fiir
293T Flp-In™) in 6-Well-Schalen (Flache: 9,6 cm?) ausgesat und die Zellen in dem
jeweiligen Medium mit Zeocin-Zusatz (100 pg/ml) dber Nacht kultiviert. Eine
Stunde vor Transfektion wurde bei den Zellen das Zeocin enthaltende
Kulturmedium abgesaugt und gegen Zeocin-freies Medium ausgetauscht. 24h
nach dem Ausséen wurden die ca. 80% konfluenten Zellen durch Calcium-
phosphat-Prazipitation mit 15 pg Plasmid-DNA transfiziert. Dabei wurden das Flp-
Rekombinase-Expressionsplasmid pOG44 und der das Transgen beeinhaltende
Vektor pcDNAS/FRT im Verhaltnis 9:1 (13,5 pug: 1,5 ug) in die Transfektion ein-
gesetzt, um einen UberschulR an Flp-Rekombinase zu gewahrleisten. Da eine
erfolgreiche Integration des Expressionsvektors pcDNAS5/FRT ins Genom der
Wirtszelllinie den Funktionalitatsverlust des lacZZeocin-Fusionsgens zur Folge hat
(siehe B.1.3.1.4), wurde nachfolgend nur Zeocin-freies Medium verwendet. 12 bis
14h (Flp-In™ CHO-Zellen) bzw. 8h (Flp-In™ 293T-Zellen) nach Transfektion er-
folgte ein weiterer Medienwechsel mit Zeocin-freiem Kulturmedium.
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Nach Erreichen der Konfluenz wurden die stabil transfizierten Zellen parallel in
Zeocin™-freiem Medium sowie in Standardmedium mit HygromycinB (PAA,
Pasching, Austria) kultiviert. Dabei wurde fiir Flp-In™ CHO-Zellen eine Anfangs-
konzentration von 100 pug/ml HygromycinB gewahlt, fur Flp-In™ 293T-Zellen wur-
de dem Medium anfangs 12,5 ug/ml HygromycinB zugegeben. Die Zellen wurden
erstmals mit dem Hygromycinmedium tberschichtet, nachdem die Zellen sich am
Boden der 6-Well-Schale abgesetzt hatten. Durch schrittweises Erhdohen der
Hygromycinkonzentration (um 100 pg/ml fiir CHO- bzw. 12,5 pg/ml fur Flp-In™
293T-Zellen) wurden die Zellen auf Gber 90% GFP-positive Zellen selektioniert.
Dabei wurde fiir Flp-In"™ CHO-Zellen eine Endkonzentration von 500 pg/ml
HygromycinB im Medium ermittelt wahrend Flp-In™ 293T-Zellen bei einer Hygro-
mycinkonzentration von 100 pg/ml stabil kultiviert wurden. Die unterschiedliche
Hygromycintoleranz der beiden Zelllinien ist dabei laut Hersteller auf das Vorliegen
des Resistenzgens in transkriptionell unterschiedlich aktiven Bereichen des Ge-
noms zurtickzufuhren (siehe B.1.3.1).

B.2.5 Etablierung monoclonaler CHO-Zellklone

Um zu untersuchen, ob nach stabiler Transfektion und Selektion auf Hygromycin
die Gesamtheit der erhaltenen hygromycinresistenten Zellen isogenisch ist, d. h.
den Expressionsvektor an der gleichen Stelle im Genom integriert hat, wurden
monoclonale CHO-Zellklone etabliert. Zur Etablierung dieser stabilen Zellklone
wurden 1x10° stabil transfizierte CHO-Zellen nach Selektion auf 500 pg/ml
Hygromycin in einer Petrischale ausgesat. 72h spater wurden die zu Zellhaufen
herangewachsen Einzelzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop vereinzelt und in
die Wells einer 96-Well-Platte Gberfuhrt. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die
Zellen in 6-Well-Platten Uberfuhrt und stabil kultiviert. Die einzelnen CHO-Zellklone
wurden in FACS-Analysen auf die stabile Expression des gewtinschten Transgens
hin untersucht.

B.2.6 Langzeitkultur stabil transfizierter CHO-Zellkl  one

Um das Expressionsmuster der stabil transfizierten CHO- sowie 293T-Zelllinien
Uber einen langeren Zeitraum untersuchen zu kénnen, wurden die monoklonalen
sowie die polyklonalen Ansétze lber eine Dauer von 24 Monaten stabil kultiviert.
Dabei wurden die Zelllinien in dem jeweiligen Standardmedium mit 500 pg/ml bzw.
100 pg/ml Hygromycin gezogen und nach Erreichen der Konfluenz (konstant tber
den untersuchten Zeitraum zweimal pro Woche) im Verhaltnis 1 : 10 subkultiviert.
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B.3 Analyse der transienten und stabilen Proteinexp ression

B.3.1 Quantitative Bestimmung der Proteinkonzentrati on der Zellysate

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge in den aufbereiteten Zelllysaten
erfolgte nach der Methode von Bradford (Bradford, 1976) und wurde unter Ver-
wendung des Bio-Rad Protein Assay Reagenz (Bio-Rad) nach Angaben des Her-
stellers durchgefiihrt. Die Proteinmenge wurde mit Hilfe einer BSA-Standardkurve
betimmt.

B.3.2 Quantifizierung des HIV-1 Kapsidantigens im p2  4-ELISA

Um die Menge an HIV-1 Kapsidprotein in Zelllysaten zu bestimmen, wurden
transfizierte H1299-Zellen zweimal mit eiskaltem PBS (10 mM Na;HPO,4, 1,8 mM
KH2PO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI) gewaschen, in eiskaltem PBS abgeschabt,
10 min bei 300 x g abzentrifugiert, in PBS resuspendiert und in den HIV-1 ELISA
(siehe unten) eingesetzt. Alle Proben wurden so verdinnt, dass die Messwerte im
linearen Bereich der Eichkurve lagen. Um die Menge an HIV-1 Kapsidprotein im
Kulturmedium zu quantifizieren, wurden die Uberstande 10 min bei 300 x g
vorzentrifugiert, filtriert (Porengrof3e: 0,45 um) und in den HIV-1 p24-ELISA einge-
setzt.

Zur Quantifizierung des Kapsidantigens in Zelllysaten und Kulturiiberstdnden
wurden 96-Well MaxiSorb Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) mit je 100 pl einer
1:300 Verdunnung des p24-spezifischen Antikdrpers MO1 in 0,1M Carbonatpuffer
(pH 9.5) Uber Nacht (4C) beschichtet. Anschliel3end wurd en die Proben sowie der
p24-Standard seriell (10-0 ng/ml) in Verdinnungspuffer (1% BSA in PBS)
verdinnt und je 100 pl dieser Verdinnungen nach dreimaligem Waschen der
Mikrotiterplatte mit Waschpuffer (0,05% Tween-20 in PBS) auf die Platte gegeben
und 1h bei 37T inkubiert. Nach wiederholtem Waschen (6 x) wurden je 100 pl
einer 1:20000 Verdunnung des zweiten, biotinylierten p24-spezifischen Anti-
korpers 37G12 in Verdiunnungspuffer zugegeben und 1h bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. Nach erneutem Waschen (10x) wurden 100 pl einer 1:10000 Ver-
dinnung des Streptavidin-HRP-Konjugats (Roche, Mannheim) zugefugt. Nach
einer Inkubation von 30 min bei RT wurden die Mikrotiterplatten abermals
gewaschen (10x). Die Antikdrper-Antigen-Komplexe wurden unter Verwendung
von je 100 ul TMB-Substratlosung (BD, Heidelberg) nach Angaben des Herstellers
detektiert. Die Adsorption wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm
bestimmt. Die verwendeten p24-spezifischen Antikorper MO01 und 37G12
(biotinyliert) sowie der p24-Standard wurden von Polylmmun (Wien, Osterreich)
bezogen.
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B.3.3 Analyse der transienten Proteinexpression im Western Blot

Transfizierte H1299-Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS (10 mM Na;HPO,,
1,8 mM KH,POQO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI) gewaschen, in eiskaltem PBS abge-
kratzt, 10 min bei 300 x g abzentrifugiert und in RIPA-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH
8,0, 150 mM NacCl, 0,1% SDS (w/v), 1% Nonidet P-40 (w/v), 0,5% Natrium-
desoxycholat (w/v)) nach Zusatz von Proteaseinhibitoren (Complete Minis, Roche,
Mannheim) 20 min auf Eis lysiert. Unldsliche Bestandteile des Zelllysates wurden
30 min bei 10000 x g und 4T abzentrifugiert. Die Proben wurden mit ei nem Volu-
men 2 x Probenpuffer (Laemmli, 1970) versetzt und 5 min auf 95T erhitzt. 50 -
150 pg Gesamtprotein wurden dber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Laemmli, 1970), auf eine Nitrocellulose-Membran (Schleicher & Schuell, Dassel)
transferiert und mit den entsprechenden Antikérpern analysiert. Dabei wurde ftr
die Detektion von GFP (green fluorescence protein) ein polyklonaler A.v. Peptide
Antibody (BD Biosciences Clontech, Heidelberg) aus Kaninchen in einer Verdin-
nung von 1:500 eingesetzt, der Nachweis des HIV-1 Kapsidantigens (p24) erfolgte
unter Verwendung der monoklonalen Mausantikorper A13/5 und 1621 (Wolf et al.,
1990) ebenfalls in einer 1:500 Verdunnung. Als sekundarer Antikdrper wurde
jeweils ein AP-gekoppelter Anti-Kaninchen (Dako, Hamburg) bzw. Anti-Maus
(BioRad, Munchen) Antikdrper (1:2000) verwendet. Als Proteinstandard wurde der
Marker Precision Plus Protein™ der Firma BioRad (Miinchen) aufgetragen.

B.3.4 FACS-Analysen

Zum Nachweis des autofluoreszierenden (Excs7i/Emsgs) 27-kDa Proteins GFP
(green fluorescence protein) wurde mit den Zelllinien eine flourescense activated
cell sorting (FACS)-Analyse durchgefilhrt. Dazu wurden jeweils 5x10° Zellen
pelletiert (300 x g, 5 min) und in 1ml FACS-Puffer NaN3 (PBS, 1% FKS, 1 mg/ml
NaN3) aufgenommen. Die Experimente wurden an einem FACS Calibur Geréat der
Firma BD Bioscience Clontech (Heidelberg) durchgefuhrt, wobei innerhalb der
ausgewahlten Population 10 000 Zellen gemessen wurden. Die resultierenden
Daten wurden mit Hilfe des Programmes WinMDI, Version 2.8 ausgewertet. Statis-
tische Erhebungen wurden mit dem Programm Excel 2000 (9.0.6926 SP3) durch-
gefuhrt, und die erhaltenen Daten wurden graphisch unter Verwendung des
Programms Graphprism dargestellt.

B.3.4.1 Lebendfarbung

Zunachst wurden 5x10° Zellen pelletiert (300 x g, 5 min) und in 1ml FACS-Puffer
(PBS, 1% FKS) aufgenommen. Der Ansatz wurde geteilt und 0,5 ml der Zellsus-
pension mit 1 ml Prl-Arbeitslésung (1 pg/ml Prl) versetzt. Nach erneuter Zentrifu-
gation (300 x g, 2 min) wurde der Uberstand abgesaugt, und die Propidiumiodid
gefarbten Zellen in 0,5 ml FACS-Puffer resuspendiert. Als Vergleich dienten 0,5 ml
der ungefarbten, im FACS-Puffer gelosten Zellen. In nachfolgenden FACS-Analy-
sen konnte mit Hilfe Prl gefarbter toter Zellen die Population lebender Zellen be-
stimmt werden.
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B.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Zum Nachweis des autofluoreszierenden (Excs7i/Emsgs) 27-kDa Proteins GFP
wurden die Zellen direkt auf sterile Deckglaschen in 6-Well-Schalen ausgesat.
Nach 72h wurden sie mit dem Zellrasen nach unten luftblasenfrei mit 20 ul Ein-
deckelmedium (24% (w/v) Glyzerin, 9,6% (w/v) Polyvinylalkohol, 2,5% (w/v)
DABCO, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0) auf Objektrager aufgelegt und getrocknet. Die
Fluoreszenzmikroskopie wurde unter Verwendung der entsprechenden
Anregungs- und Sperrfilter an einem LEICA-DMR Mikroskop (Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Bensheim) mit einer Canon PowerShot S45 Kamera (Canon,
Amsterdam) durchgefihrt (VergroRerung: 40-100fach). Dabei wurde eine Belich-
tungszeit von 0,1 sec und eine Blende von 8,0 gewahlt.

B.4 RNA-Arbeitstechniken

Fur alle Arbeiten mit RNA wurden gestopfte Spitzen sowie RNase-freie Reagen-
zien verwendet, Gerate und Arbeitsplatz wurden mit einer 1%-igen SDS-Ldsung
gesaubert. Zudem wurde ausschlie3lich mit Handschuhen gearbeitet.

B.4.1 Isolierung von RNA aus eukaryontischen Zellen

Stabil transfizierte Zellen wurden abtrypsiniert und 2x mit eiskaltem PBS
gewaschen. 1x10’ Zellen wurden mit 175ul Lyse-Puffer (50mM Tris, 140mM
NaCl, 1.5mM MgCl,, 0.5% NP-40, pH8.0) auf Eis 5 min partiell lysiert. Die cyto-
plasmatische Fraktion wurden von der Kernfraktion durch Zentrifugation abge-
trennt (300 x g, 2 min) und auf Eis gestellt. Die Kerne wurden mit Lyse Puffer
vorsichtig gewaschen, erneut zentrifugiert (300 x g, 2 min) und mittels
QIAshredder (Qiagen) Saulen homogenisiert. Aus den Kernen und der
cytoplasmatischen Fraktion wurde jeweils die Gesamt-RNA unter Verwendung des
RNeasy-Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben prapariert. Alle RNA-Prépa-
rationen wurden in RNase-freiem Wasser aufgenommen und bei —80C bis zur
weiteren Verwendung aufbewabhrt.

B.4.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RN A

Die Konzentration und Reinheit der praparierten RNA wurde photometrisch mit
Hilfe eines Zweistrahl-Spektrophotometers (Varian) in Quarzkivetten bestimmt.
Dazu wurde zunéachst ein Aliquot der jeweiligen RNA-Probe 1:50 mit 0,1%-iger
SDS-Losung verdinnt. AnschlieBend wurde ein UV-Absorptionsspektrum im
Wellenlangenbereich von 260 nm und 280 nm aufgenommen. Uber den Ex-
tinktionswert bei 260 nm konnte nach dem Lambert-Beerschen Gesetz die RNA-
Konzentration bestimmt werden (1 Az = 40 pg sSRNA/mI). Uber das Verhaltnis
AzeolAzgo liel3 sich die Reinheit bestimmen (reine RNA: Azeo/Azg0 2 2).
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B.4.3 Beseitigung von DNA-Kontaminationen inder RN A

Um in den aufgereinigten RNA-Proben enthaltene DNA-Kontaminationen zu ent-
fernen, wurde die vermessene RNA einem DNase-Verdau unterzogen. Je 20 ug
RNA wurden dazu mit 5 pul RNase-freier DNase (10 U/ul; Roche, Mannheim) in
einem Gesamtvolumen von 50ul 1h bei 37T inkubiert. Anschliel3end wurde die
DNase 5 min bei 95T hitzeinaktiviert, oder die RNA unter Verwendung des
Rneasy-Mini-Kits (RNA-Cleanup Protokoll) aufgereinigt. Je ein Aliquot der aufge-
reinigten RNA wurde spektrophotometrisch vermessen (siehe B.4.2) und zur
Kontrolle auf ein 3%-iges Agarosegel aufgetragen. Zur Detektion verbliebener
DNA-Kontaminationen diente eine PCR mit spezifischen Primern unter Standard-
bedingungen (siehe Tabelle B.1) wobei 1 pg der DNase-verdauten RNA bzw. 1 pg
genomische DNA (als Positivkontrolle) als Matrize eingesetzt wurde. Wurden in
der PCR spezifische Banden fur die RNA-Proben detektiert, so erfolgte nach
Aufreinigung der RNA ein neuerlicher DNase-Verdau. Bei Abwesenheit spezifi-
scher Banden wurde die Reinheit und Konzentration der RNA erneut spektro-
photometrisch bestimmt und die RNA flir eine Reverse Transkription verwendet.

B.4.4 Reverse Transkription (RT)

Die Umschreibung der erhaltenen DNA-freien RNA in cDNA erfolgte unter
Verwendung des 1st strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV") von Roche
(Mannheim). Dazu wurde zunachst 1 pg DNase-verdauter RNA vorgelegt und mit
RNase-freiem H,O auf 8,2 pl aufgefillt. Anschlieend wurden 11,8 ul des
vorbereiteten Master-Mixes (20 U AMV Reverse Transcriptase, 1x Reaction
Buffer; 5 mM MgCl,, 1 mM dNTP-Mix, Random Primer P(dN)s 3,2 pg, 50 U
RNase Inhibitor) zupipettiert. Wahrend des ersten Inkubationsschrittes (25T, 10
min) fand das Binden der Startermolekile statt, im nachfolgenden Schritt
(42C,1h) wurde die RNA sukzessive revers transkribiert, was in der Synthese
einzelstrangiger cDNA resultierte. AbschlieRend erfolgte eine Enzyminaktivierung
bei 99C fur 5 min, die gewonnene cDNA wurde bei —20 T gelagert. Als Kontrollen
wurden in der Reversen Transkription jeweils Ansatze ohne AMV Reverse
Transcriptase bzw. ohne cDNA als Matrize mitgefihrt.

B.4.5 Qualtitative Untersuchung revers transkribier ter genomischer RNA

Um spezifische Genprodukte in stabil transfizierten Zellen auf RNA-Ebene quali-
tativ nachzuweisen, wurde die tUber Reverse Transkription erhaltene cDNA in eine
PCR mit spezifischen Primern eingesetzt. Die PCR-Analyse erfolgte dabei unter
Standardbedingungen (siehe Tabelle B.1).
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B.4.6 Quantifizierung von revers transkribierter RNA via realtime-PCR

Fur die Durchfihrung der realtime PCR-Analysen wurden ausschlief3lich Gerate
und Reagenzien der Firma Roche (Mannheim) verwendet. Die Quantifizierung
revers transkribierter genomischer RNA via realtime-PCR erfolgte mit dem Geréat
Lightcycler™ unter Verwendung des Lightcycler FastStart DNA Master SYBR
Green | kits. Erhaltene Daten wurden mit dem Programm Lightcycler Software 3.5
bzw. Lightcycler Software 4.0 (Roche, Mannheim) ausgewertet. Statistische
Erhebungen wurden in dem Programm Excel 2000 (9.0.6926 SP3) unternommen,
die graphische Darstellung der erhaltenen Werte erfolgt unter Verwendung des
Programms Graphprism.

B.4.6.1 Prinzip des LightCyclers™

Das LightCycler™ System der Firma Roche erméglicht eine relative und ,absolute*
Quantifizierung transgenspezifischer Transkripte (Eleaume et al., 2004). Dabei er-
folgt die Quantifizierung Uber die Detektion von Fluoreszenzsignalen mit Hilfe des
Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green |, der sich in die kleine Grube der DNA
einlagert. Der dsDNA-bindende Farbstoff ist hoch sensitiv, kann schon wenige
Kopien/Reaktion detektieren (Freeman et al., 1999) und liefert ein starkeres Signal
als EtBr. In ungebundenem Zustand weist der Farbstoff nur schwache vernach-
lassigbare Fluoreszenz auf, wahrend er gebunden an DNA eine starke Fluores-
zenz einer Wellenlange von 530 nm zeigt (http://www.roche-applied-science.com).
Sobald die DNA-Menge wahrend der realtime-PCR ansteigt, erhéht sich proportio-
nal auch die Fluoreszenz. Der LightCycler™ misst nach jedem Zyklus die Fluores-
zenz der in den Kapillaren befindlichen Proben, wobei die Fluoreszenzdaten sich
am Monitor verfolgen lassen. Quantitative Aussagen Uber die Menge des
Ausgangstemplates sind jedoch nur in der logarithmisch-linearen Phase mdéglich,
die mit einer Verdopplung der Ausgangsmolekiile einhergeht. Daher wird der erste
Zyklus identifiziert, in dem das logarithmisch ansteigende Fluoreszenzsignal
signifikant detektierbar ist. Dieser Wert wird als crossing point number angegeben
und lasst auf die Ausgangskonzentration des zugehérigen Amplikons schlief3en.
Da SYBER Green | auch an unspezifische Produkte wie Oligonukleotiddimere
bindet, muss zusatzlich die spezifische Schmelztemperatur der einzelnen PCR-
Produkte untersucht werden. Dazu wird am Ende jedes Laufs die Temperatur in
der Kammer langsam angehoben, und die Fluoreszenz in den einzelnen Kapilla-
ren kontinuierlich gemessen. Sobald die dsDNA mit ansteigender Temperatur zu
denaturieren beginnt, wird SYBR Green | freigesetzt was in einer plotzlichen Ab-
nahme der Floureszenz resultiert. Die Schmelztemperatur wird dann aus der
ersten Ableitung dieser Daten gewonnen. Da jedes dsDNA-Produkt seinen spezifi-
schen Schmelzpunkt besitzt, kbnnen durch die Schmelzpunktsanalyse spezifische
und unspezifische PCR-Produkte, wie z.B. Primerdimere unterschieden werden.
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B.4.6.2 Wahl der Parameter flr realtime-PCR-Analysen

Um die Fluoreszenz der durch realtime-PCR entstehenden dsDNA-Produkte
optimal zu detektieren, wurden Amplifikationsprimer (siehe F.1.1) gewahlt, die
200- bis 400-bp-groRe DNA-Fragmente generierten. Weiterhin wiesen gewahlte
Primerpaare einen ahnlichen, zwischen 40 und 70% liegenden GC-Gehalt auf und
besalRen eine Lange von 18 bis 24 Nukleotiden. Um die Bildung von Primer-
dimeren zu verhindern, wurden sehr spezifische Primer verwendet und die
Annealing-Temperatur entsprechend ihrer Schmelztemperatur gewahlt. Die
Elongationszeit errechnete sich aus der Lange des Amplikons laut: t = (bp:25) sec.

B.4.6.3 Quantifizierung von cDNA via LightCycler™-Analysen

Fur alle LightCycler™-Analysen wurde unter Verwendung des Lightcycler
FastStart DNA Master SYBR Green | kits zunachst ein Mastermix laut Hersteller-
angaben vorbereitet (siehe Tabelle B.3), um Pipettierfehler zu minimieren. Ein
LightCycler™ Rotor wurde mit der bendtigten Anzahl an Lightcycler Capillaries
(20 1) bestuckt und jede Kapillare mit 19 pl Mastermix gefullt. Danach wurde jeder
Kapillare 1pl durch Reverse Transkription erhaltenene cDNA zugegeben. Als Ne-
gativkontrolle diente eine Probe, die anstelle der cDNA 1pul H,O enthielt. Nach Ver-
schlieBen der Kapillaren und Zentrifugation (3000 rpm; 1 min) des LC-Rotors in
einer LC Carousel Centrifuge wurde der jeweilige Lauf gestartet. Durch Blockie-
rung der Tag-DNA-Polymerase mit spezifischen Antikrpern wurden bis zum Hot-
Start unspezifische Primerreaktionen der Polymerase unterbunden (Kellogg et al.,
1994). Fir alle Lightcycler-Analysen wurde nachfolgendes Protokoll verwendet:

Tabelle B.3: LightCycler ™-Protokoll

Komponenten Volumen | PCR-Bedingungen: | Temperatur | Zeit

HoOgest 13,6ul | 1. Denaturierung 95T 10 min
25 mM MgCl, 2,4 ul | 2. Amplifizierung* 95T 15 sec
5 Primer pf (100 uM) 0,5 ul 50C 20 sec
3 Primer pb (100 uM) 0,5 ul 72<C 30 sec
LC Fast Start Reaction Mix SYBR Greenl | 2,0yl | 3. Schmelzkurve 95C 60 sec
Revers transkribierte RNA (Matrize) 1,0 yl 40C 60 sec
Endvolumen 20 4. Kuhlen 40C 30 sec

* Schritt 2: 50 Zyklen

Zur weiteren Fehlerminimierung wurden automatische Pipetten (Eppendorf,
Hamburg) verwendet sowie Messungen in Doppel- bzw. Dreifachansatzen
durchgefuhrt.

B.4.6.3.1 Relative Quantifizierung von cDNA

Theoretisch erfolgt in der logarithmisch-linearen Phase der PCR in jedem Zyklus
eine Verdopplung der DNA-Kopienzahl. Eine PCR-Effizienz von zwei wird jedoch
nur im Idealfall erreicht. Um verschiedene cDNA-Proben gleicher bp-Lange mittels
realtime-PCR hinsichtlich ihrer Kopienzahl vergleichen zu kdnnen, muss zunéchst
die fur jedes PCR-Produkt spezifische Effizienz berechnet werden. Dazu wurden
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verschiedene Verdinnungen der zu untersuchenden cDNA-Probe hergestellt und
als Doppelansatze in Lightcycler-Analysen, wie unter B.4.6.3 beschrieben,
eingesetzt. Die errechnete crossing point number, die Zahl der Zyklen nach der
das Fluoreszenzsignal der jeweiligen Probe signifikant detektiert wird, wird nach
dem Lauf logarithmisch gegen die Verdinnungsstufen aufgetragen. Aus der sich
ergebenden Regressionsgerade ermittelt sich der sogenannte slope, die negative
Steigung der Geraden. Unter Verwendung der negativen Steigung errechnet sich
die PCR-Effizienz E wie folgt:

E = 10-1/s|ope

Mit dieser Information kdnnen im selben Lauf amplifizierte cDNA-Proben unter-
schiedlicher Konzentration relativ zueinander verglichen werden, da die
Amplifikation der PCR-Produkte in der linear-logarithmischen Phase exponen-
tiellen Gesetzen folgt. Dabei fungiert die errechnete PCR-Effizienz E als Basis,
die ermittelte crossing point number n wird exponential eingesetzt. N reprasentiert
die Menge an dsDNA welche zu einer spezifischen Fluoreszenzdetektion durch
den Lightcycler fuhrt.

N =Nox E"

Da N, die Menge an dsDNA welche zu einer spezifischen Fluoreszenzdetektion
durch den Lightcycler fuhrt, fir Proben verschiedener Ausgangskonzentration
gleichgesetzt werden kann, lasst sich ein relativer Vergleich zweier unbekannter
Proben wie folgt durchfihren:

NOA/NOB = EBnB/EAnA

Dabei wurde N in drei unabhangigen Experimenten bestimmt und der Mittelwert in
die Formel eingesetzt. Es wurden jeweils Dreifachansétze der Verdinnungsstufen
1:10, 1:100 und 1:1000 untersucht.

B.4.6.3.2 Etablierung eines externen Standards

Fur die Herstellung reproduzierbarer Standardkurven wurde ein PCR-Produkt des
gewinschten Amplikons spektophotometrisch vermessen und nach Ermittlung des
Molekulargewichts die Kopienzahl wie folgt berechnet (NEB Katalog 2005/06, S.
281):

MW dsDNA = (Zahl der bp dsDNA) x (650/g/mol)

Unter Verwendung der Avogadro’schen Konstante A = 6,023 x 10% Teilchen/mol
ergibt sich die Zahl der Kopien/pl:

Kopienzahl/pl = [(6,023 x 10%)/MW dsDNA ] x Konz. des PCR-Produktes pro pl
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Anschliel3end wurden verschiedene Verdinnungen des PCR-Produktes mit be-
kannter Kopienkonzentration (10° Kopien/pl — 10% Kopien/pl) angelegt und in
Doppelansatzen im LightCycler™ amplifiziert, wie unter B.4.6.3 beschrieben. Mit
Hilfe der LC-Software wurden die erhaltenen crossing point numbers (Zyklen-
zahlen) gegen die logarithmische Konzentration (Kopienzahl/ul) aufgetragen. Aus
der sich ergebenden Standardgerade ermittelt sich der sogenannte slope, die ne-
gative Steigung der Geraden. Daraus kann unter Verwendung der negativen Stei-
gung, wie unter B.6.3.2 beschrieben, die PCR-Effizienz E berechnet werden. Ein
Mald fur die Gute der Standardgeraden reprasentiert die Abweichung von der
Geradenfunktion error, deren Wert fiir eine lineare Abhangikeit der einzelnen Ver-
dinnungen 0,2 nicht Uberschreiten soll. Bei Vorliegen einer linearen Abhangigkeit
kann die Kopienzahl unbekannter cDNA-Proben pro pl unter Verwendung der
Standardkurve extrapoliert werden. Nach Ermittlung der Standardgeraden wurde
diese extern separat gespeichert.

B.4.6.3.3 Absolute Quantifizierung von cDNA

Zur absoluten Quantifizierung revers transkribierter RNA werden ein Kalibrator,
eine Probe mit definierter Kopienkonzentration, die auch zur Etablierung der Stan-
dardgeraden verwendet wurde, sowie die zu untersuchenden cDNA-Proben im
selben Lauf im Lightcycler amplifiziert (siehe B.4.6.3). Nach Beendigung des Laufs
kann mit Hilfe der extern gespeicherten Standardgerade (siehe B.4.6.3.2) der
Kalibrator normalisiert werden. Die Ausgangskonzentration der unbekannten
Proben wird schlielich durch Extrapolation aus der Standardkurve ermittelt. Als
Negativkontrolle wurde stets eine Probe mit Wasser als Matrize mitgefuhrt. Auf
diese Weise erfolgte eine Bestimmung der spezifischen Transgenkopienkonzen-
tration pro pg eingesetzter Gesamt-RNA fur cytoplasmatische und nukledre RNA-
Fraktionen sowie fur de novo synthetisierte RNA (siehe B.4.7). Auch die Ermittlung
der jeweiligen Transgenkopienkonzentration revers transkribierter Gesamt-RNA
nach ActinomycinD-Zugabe (siehe B.4.8) erfolgte mit dieser Methode.

B.4.7 ,Nuclear Run On” Assay

Der ,Nuclear Run On”-Assay wurde nach einem von Heap et al., 2000
beschriebenem Verfahren unter Verwendung von Streptavidin gekoppelten
Dynabeads M-280 (Dynal, Oslo) durchgefilhrt. Zunachst wurden 3x10’ stabil
transfizierte CHO-Zellen geerntet und zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Das
resultierende Pellet wurde in 4ml Lysepuffer (0,5% NP-40, 10 mM Tris-HCI pH 7,4,
3 mM MgCl,, 10 mM NaCl und 150 mM Sucrose) resuspendiert und anschlie3end
5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Kerne vom Uberstand durch
Zentrifugation bei 4C abgetrennt (170 x g, 2 min) und mit Lysepuffer ohne NP-40
gewaschen. Die erneut sedimentierten Kerne (170 x g, 2 min) wurden in 100 pl
Glycerinpuffer (50 mM Tris/HCI pH 8.3, 5 mM MgCl;, 0.1 mM EDTA, 40%
Glycerin) aufgenommen und auf Eis gehalten. Weiter wurden die Kernpraparatio-
nen mit einem Volumen 2xTranskriptionspuffer (200 mM KCI, 20 mM Tris-HCI pH
8,0, 5mM MgCl;, 4mM DTT, je 4 mM ATP, GTP and CTP, 200 mM Sucrose and
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20% Glycerin) versetzt und 8 pl biotin-16-UTPs eines 10 mM Tetralithiumsalzes
(Roche; Mannheim) zu der Mischung gegeben. Nach 30-minttiger Inkubation des
Reaktionsgemisches bei 29C wurden 6 pl 250 mM CaCl, sowie 6 pl RNase-freier
DNase | (10 U/ul; Roche, Mannheim) zugegeben (10 min, 29C), um die Reaktion
zu stoppen. Die folgende Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mittels des RNeasy-
Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben. Die erhaltene RNA wurde in 50 pl
RNase-freiem H,O aufgenommen. 50 pl der ,Run on“-RNA wurden mit dem
gleichen Volumen in Bindepuffer (10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA and 2 M
NaCl) geléster Dynabeads M-280 (Dynal, Oslo) versetzt und 20 min bei 42T
sowie 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden die Dynabeads
mittels der magnetischen Apparatur (Dynal, Oslo) separiert und zweimal 15 min
mit 500 pl 15% Formamid und 2xSSC gewaschen. Nach einem weiteren Wasch-
schritt mit 1 ml 2xSSC (5 min) wurden die Dynabeads in RNase-freiem H,O
gelost. Je 3 pl der so erhaltenen RNA wurden nach DNase-Behandlung (siehe
B.4.3) als Matrize in eine Reverse Transkription (siehe B.4.4) eingesetzt und die
resultierende cDNA in Lightcycler-Analysen absolut quantifiziert (siehe B.4.6.3.3).

B.4.8 Untersuchung der RNA-Stabilitdt mittles Actin omycinD

Die Untersuchung der RNA-Halbwertszeit erfolgte unter Verwendung des
Transkriptionsinhibitors ActinomycinD (Biocat, Heidelberg) nach einer Methode
von Leclerc et al., 2002. 72h vor Beginn des Experimentes wurden stabil transfi-
zierte Zellen unterschiedlicher Konzentrationen in 6-Well-Schalen ausgeséat. Dabei
wurden die Konzentrationen so gewahlt, dass die Zellen zum Zeitpunkt der
ActinomycinD-Gabe 90% Konfluenz aufwiesen. Fur eine ActinomycinD-Behand-
lung von 24h bzw.12h wurden je 6x10° Zellen pro Schale ausgesét, fiir eine Inhibi-
ton der RNA-Synthese von 6h, 3h, 1,5h und Oh wurden je 3,5x10° Zellen in eine
Schale vorgelegt. 24h, 12h, 6h, 3h, 1,5h und Oh vor Ernte der Zellen wurde dem
jeweils eine Stunde zuvor gewechselten Medium 2,4uM ActinomycinD zugesetzt.
Daraus resultierte eine Inhibition der RNA-Synthese Uber einen unterschiedlichen
Zeitraum hinweg. Zum Zeitpunkt O wurden die verschiedenen Ansatze mit PBS
gewaschen und direkt in der 6-Well Platte lysiert. Anschlieend wurde fur alle
Proben die Gesamt-RNA unter Verwendung des RNeasy-Kit (Qiagen, Hilden)
nach Herstellerangaben prapariert. Je Ansatz wurde 1 pg der erhaltenen RNA
nach DNase-Behandlung (siehe B.4.3) als Matrize in eine Reverse Transkription
(siehe B.4.4) eingesetzt und die resultierende cDNA in Lightcycler-Analysen
absolut quantifiziert (siehe B.4.6.3.3). Bei exponentieller Auftragung der fur die
verschiedenen Zeitpunkte erhaltenen RNA-Kopienzahlen gegen die jeweiligen
Zeitpunkte kann die Zerfallskonstante k bestimmt werden, welche fir die
Ermittlung der Halbwertszeit essentiell ist. Dabei berechnet sich die Halbwertszeit
einer RNA wie folgt:

ti2 = -In2/k
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Zur Ermittlung der RNA-Halbwertszeit fiur die jeweiligen Transgene wurden zwei
unabhangige Experimente durchgefuhrt, die Halbwertszeit des Haushaltsgens

wurde in einem Experiment bestimmt.



C Ergebnisse

C.1 Gesamtkonzept
C.1.1 Anforderungen an den Vektor

Da CpG-Motive (siehe A.2) einen erheblichen Einfluss auf Komponenten des
humoralen und zellularen Immunsystems austben (Krieg et al., 1995; Hartmann et
al., 2000; Bauer et al., 2001) bzw. CpG-Dinukleotide (siehe A.3) an der Regulation
der Genexpression beteiligt sind (Hsieh, 1994; Kudo, 1998), war es Ziel dieser
Arbeit, ein CpG-minimiertes Vektorrrickgrat zu etablieren. Eine modulare
Komposition des Vektors soll es ermdglichen, gezielt CpG-Motive zu integrieren
und deren immunmodulierende Eigenschaften zu untersuchen. Ein modularer
Aufbau ermoglicht dartber hinaus die Eliminierung bestimmter Vektorelemente
wie z.B. Antibiotikaresistenzkassetten, die fur den jeweiligen Verwendungszweck
nicht relevant sind. Auch ein Austausch einzelner funktioneller Bereiche (z.B
Promotoren oder Polyadenylierungssignale) sowie die Kombination unterschied-
licher Komponenten soll gewahrleistet sein. Einzelne Vektorelemente und ihre
funktionellen Teilbereiche missen dazu flankierende singulare Restriktions-
schnittstellen aufweisen. Die Verwendung gangiger Restriktionsenzyme soll eine
einfache Handhabung und Herstellung der Vektorplattform ermdglichen. Weiterhin
soll eine Modifizierung des Ausgangsvektors unter Beibehaltung der Trans-
kriptionsfaktorbindestellen sowie der Kodonwahl in den kodierenden Regionen
erfolgen. Auch eine Etablierung unerwiinschter DNA-Motive (z.B. TATA-Boxen,
Ribosomeneintrittsstellen oder Spleissstellen) soll vermieden werden, um die
Funktionalitat des Vektors nicht zu beeintrachtigen. Die generierte Vektorplattform
soll schliel3lich sowohl fir transiente als auch fir stabile Expressionsstudien
einsetzbar sein. Fir die Uberprifung dieses Vektorkonzeptes muss auch das zu
exprimierende Transgen definierte Eigenschaften erfullen.

C.1.2 Wahl und Modifizierung der Transgene

Eine Methylierung von in der kodierenden Region lokalisierten CpG-Dinukleotiden
(siehe A.3.4) fuhrt laut Literatur (Hisano et al., 2003; Chevalier-Mariette et al.,
2003) zu einer Verringerung bzw. dem Abschalten der Genexpression in
eukaryontischen Zellen. Sowohl fur eine DNA-Vakzinierung als auch fur gen-
therapeutische Zwecke und die Erzeugung rekombinanter Wirkstoffe ist eine hohe
und lang andauernde Expression der gewinschten Transgene jedoch Voraus-
setzung. Daher stellte sich zu Beginn dieser Arbeit die Frage, ob eine Eliminierung
aller CpG-Dinukleotide aus dem offenen Leserahmen eine Expressionssteigerung
bzw. —verlangerung zur Folge héatte und vice versa. Um den Einfluss von CpG-
Dinukleotiden auf die Regulation der Genexpression untersuchen zu kénnen,
sollte ausgehend von einem Reportergen unter Beibehaltung der Aminoséaure-
sequenz je eine CpG-freie sowie eine CpG-maximierte Variante etabliert werden.



Ergebnisse 43

Als Reportergen wurde zum einen das auf humane Kodonwahl optimierte green-
fluorescent-protein-Gen (h_GFP 60) verwendet, dessen 740-bp-lange Sequenz
(siehe F.2.1) 60 CpG-Dinukleotide aufweist (Zolotukhin et al., 1996). Da
Sequenzabschnitte dieser bp-Lange sich erfahrungsgemald leicht klonieren
lassen, und eine Eliminierung aller CpG-Dinukleotide aus der kodierenden Region
maoglich ist (siehe C.3.1.1), eignet sich der Reporter zur Untersuchung dieser
Fragestellung. Durch Messen der GFP-vermittelten, grinen Autofluoreszenz in
einem Durchflusszytometer (FACS-Analyse) kann sowohl die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Zellen als Mal3 fur die Transgenexpression als auch der
Prozentsatz fluoreszierender und damit das Transgen exprimierender Zellen
bestimmt werden. Verschiedene Reportergenvarianten kénnen damit sowohl
hinsichtlich ihrer Expressionshdhe als auch ihrer Transfektionseffizienz verglichen
werden. Weiterhin lasst sich GFP Uber einen langeren Zeitraum stabil in
eukaryontischen Zellen exprimieren, ohne toxische Effekte aufzuweisen (Liu et al.,
1999). So konnen auch Langzeitexpressionsstudien mit diesem Reportergen
durchgefuhrt werden. Zudem besteht die Mdglichkeit, die Transgenexpression in
zeitlich effektiven und preisglnstigen FACS-Analysen qualitativ und quantitativ
nachzuweisen. Da es sich bei GFP um ein etabliertes Reportergen handelt, ist
eine breite Auswahl an funktionellen Antikérpern und Reagenzien kauflich
verfugbar.

Als weiteres Reportergen wurde das von HIV-1 abgeleitete und bereits friher auf
humane Kodonwahl optimierte Kapsidproteingen p24 gewahlt (Graf et al., 2000),
dessen Sequenz (h_p24 38) unter F.2.1 angegeben ist. Dabei handelt es sich um
ein anwendungsbezogenes Transgen, da p24 Teil einer bereits in der klinischen
Phase befindlichen DNA-Vakzine ist (Deml et al., 2001). Auch Handhabung und
Expressionsnachweis dieses Reporters sind in der Arbeitsgruppe etabliert. Im
p24-ELISA ist jedoch nur eine Bestimmung der Expressionshdéhe und nicht der
Transfektionseffizienz mdglich.

C.2 Etablierung von CpG-Modifikationen im Vektorri  ckgrat
C.2.1 Design und Herstellung einzelner modularer Vek  torkomponenten

Als Basis fur die Herstellung einer modular aufgebauten Vektorplattform mit
verringertem Anteil an CpG-Dinukleotiden wurde die Nukleinsduresequenz des
Plasmides pcDNAS/FRT von Invitrogen herangezogen. Basierend auf dem k&ufli-
chen Vektor pcDNAS/FRT (siehe C.2.2.2.1) wurden verschiedene Elemente
definiert, die teilweise optimiert und synthetisch produziert oder PCR-basiert, her-
gestellt wurden. Die Resistenzkassetten sowie der multiple Klonierungsbereich, je-
weils mit angrenzenden Sequenzen, wurden unter Verwendung der Software
Geneoptimizer™ einer Multiparamter-Optimierung unterzogen und anschlieBend
synthetisch hergestellt (siehe B.1.5). Funktionelle Bereiche des Vektors wie der
pUC origin of replication, der eukaryontische CMV-Promotor und das BGH Poly-
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adenylierungssignal zur Termination der Transkription wurden Uber PCR generiert.
Im folgenden werden Aufbau und Herstellung der einzelnen Elemente naher
erlautert.

C.2.1.1 Entwicklung von modularen CpG-reduzierten Vektorkomponenten

C.2.1.1.1 Prokaryontische Resistenzkassetten
1. Ampicillinresistenzkassette (Amp)

Basierend auf dem kauflichen Vektor pcDNA5/FRT (siehe C.2.2.2.1) wurden die
Ampicillinresistenzkassette sowie angrenzende Fillsequenzen zu dem Vektor-
element Amp zusammengefasst. Dabei enthélt Amp neben der fir das Ampicillin-
resistenzgen (amp) kodierenden Sequenz auch den bla-Promotor sowie nicht-
kodierende Fillsequenzen. Im pcDNAS5S/FRT besitzt das Element 72 CpG-
Dinukleotide und wird daher als Amp_72 bezeichnet. Eine Optimierung hinsichtlich
verschiedener Parameter ergab das Element Amp_1, welches nur noch 1 CpG-
Dinukleotid aufweist. Tabelle C.1 bietet eine Ubersicht tiber alle Modifizierungen,
die in die Sequenz von Amp_1 im Rahmen der Multi-Parameter-Optimierung
(siehe B.1.5) eingefuhrt wurden. Nachfolgende Positionsangaben beziehen sich
dabei auf den unter F.2.1 angegebenen Nukleinsaurevergleich der Vektor-
elemente Amp_72 aus pc5 und Amp_1.

Tabelle C.1: Vergleich der Elemente Amp_1 und Amp_7 2 hinsichtlich ihres CpG-Gehaltes

— und ihrer singularen Restrik-
Ampicilinkassetre Amp_L (Nr.:02-774) Amp_72 (pes) tionsschnittstellen. Fur die
beiden Konstrukte ist jeweils
Bingefgte singulare ClaL(d - die Gesamt-CpG-Zahl angege-
RESchnitistellen Nsil (279) ben. Zusétzlich wird der CpG-
E;i|((3182420) Gehalt der Promotorregion, des
) Leserahmens und angrenzen-
. der Fillsequenzen aufgefihrt.
Deletierte RE- - 29;' gf) Die Positionen der jeweiligen
cd (699 Restriktionsschnittstellen  wer-
CpG-Zahl bla-Promotor | 1 1 den in Klammern angegeben
CpG-zahl amp(ORF) 0 49 und beziehen sich auf den
CpG-Zahl Fiillsequenz 1(Clal) 2 unter . ':..'2'1 angegeben_en
Nukleinsauresequenzvergleich

St o 2 72 der beiden Amp-Konstrukte.

Aus klonierungstechnischen Grinden wurde das Fragment Amp_1 durch eine 5°
Clal-Schnittstelle (5) sowie eine 3" Bglll-Schnittstelle (1400) ergénzt. Der bla-Pro-
motor wird im synthetisch generierten Fragment von den singularen Schnittstellen
Nsil (279) und Scal (384) flankiert, und die kodierende Region (amp) kann unter
Verwendung der singuldren Enzyme Scal (384) und Hpal (1250) subkloniert
werden. Eine Deletion der internen Bglll- (225) sowie Scal- (694) Schnittstellen
ermdglichte eine singuldre Verwendung dieser Enzyme im Element Amp_1.
Zudem konnten durch Optimierung im Leserahmen von amp sowie in den
angrenzenden Fullsequenzen alle CpG-Dinukleotide entfernt werden.
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Ausschliel3lich die Sequenz des bla-Promotors, die 1 CpG enthéalt, wurde nicht
verandert, um seine Funktionalitdt nicht zu beeintrachtigen. Ein weiteres CpG-
Dinukleotid ist in der flankierenden Schnittstelle Clal (ATCGAT) enthalten. Der
modulare Aufbau der Vektorplattform ermdoglicht jedoch spéater einen problemlosen
Austausch dieser Schnittstelle.

Tabelle C.2: Die kodierenden Regionen amp_0 und amp_49. Fir den jeweiligen Leserahmen
wird die Anzahl an CpG- sowie

amp(ORF amp_0 amp_49 . .

) P= P= TpA-Dinukleotiden, der prozen-
CpG-Anzahl 0 49 tual_e_ Anteil der Nukleotlde
Cytidin und Guanosin an der
cal 055 061 Gesamtsequenz  (GC-Gehalt)
GC-Gehalt 44% 49% sowie der codon adaption index
ToA-Anzahl 42 w4 (CAI angggeben. Zudgm wer-
den flankierende Klonierungs-

Klonierung Sca/Hpal Sca/Hpal schnittstellen erwahnt.

Parameter, die durch Optimierung des amp-Leserahmens veréandert wurden, sind
in Tabelle C.2 zusammengefasst. Die CpG-Zahl innerhalb der kodierenden Region
konnte von 49 (amp_49) auf 0 (amp_0) reduziert werden. Dabei erfolgte die
Eliminierung der CpGs unter Verwendung der im Gen vorhandenen Kodon-
haufigkeit. Da im allgemeinen Transgenexpression und Kodonwahl positiv
korrelieren (Zhou et al., 2004; Graf et al., 2004), eine verbesserte Expression des
Ampicillinresistenzgens jedoch zu einer Verringerung der produzierten Plasmid-
kopienzahl und damit DNA-Ausbeute flhren kodnnte, wurden zudem einige
.Schlechtere” Kodons innerhalb des amp-Leserahmens eingefligt. So betragt der
codon adaption index (CAl), ein Mal3 fur die Gute der Kodonwabhl, fir amp_49 aus
pc5 0,61, wahrend die optimierte Version amp_0 einen CAIl von 0,55 aufweist.
Beide Versionen des Ampicillinresistenzgens sind jedoch hinsichtlich ihres GC-
Gehaltes (amp_49: 49% vs. amp_0: 44%) sowie ihrer TpA-Anzahl (amp_49: 44
vs. amp_0: 42) vergleichbar und kénnen Scal/Hpal subkloniert werden. Ein AS-
Sequenzvergleich der beiden kodierenden Bereiche ist unter Kapitel F.2.2 aufge-
fuhrt. Die entworfene Sequenz fir Amp_1 wurde anschliel3end synthetisch herge-
stellt (Auftragsnummer: 02-774) und Kpnl/Sacl in den Vektor PCR-Script kloniert.

2. Kanamycinresistenzgen (Kana)

Basierend auf der Kanamycinresistenz-vermittelnden Sequenz (kan) aus dem
Vektor pet28 (Novagen, Madison, Wisconsin), die 42 CpG-Dinukleotide enthalt,
wurde das Element kan_0 entwickelt, welches kein CpG-Dinukleotid mehr
aufweist. Eine Ubersicht Uber alle Modifizierungen, die im Rahmen der Multi-
Parameter-Optimierung (siehe B.1.5) in den Leserahmen von kan eingefiihrt
wurden, bietet Tabelle C.3. Nachfolgende Positionsangaben beziehen sich dabei
auf den unter F.2.1 angegebenen Nukleinsaurevergleich der Kanamycinresistenz-
gene kan_42 aus pET28 und kan_0.

Wie aus Tabelle C.3 hervorgeht, wurde die CpG-Zahl innerhalb der kodierenden
Region von 42 auf 0 (kan_0) reduziert. Dabei erfolgte die Eliminierung der CpGs
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unter Verwendung der im kan-Gen vorhandenen Kodonhaufigkeit. Der CAI-Wert
wurde durch die Depletierung der CpGs nur geringfligig verandert (kan_42: 0,64
vs. kan_0: 0,61). Hinsichtlich des GC-Gehaltes, des Anteils der Nukleotide
Guanosin und Cytidin an der Gesamtsequenz, (kan_42: 43% vs. kan_0: 40%)
sowie ihrer TpA-Anzahl (kan_41: vs. kan_0: 41) sind die beiden Versionen des
kan-Gens vergleichbar und koénnen Scal/Hpal subkloniert werden. Ein AS-
Sequenzvergleich beider Konstrukte ist unter Kapitel F.2.2 aufgefihrt.

kan (ORF) kan_0 kan 42 Tabelle C.3: Die kodierenEien Rggio—._
nen kan_0 und kan_42. Fir den jeweili-

CpG-Anzahl 0 42 gen Lese_rahmen _vvwd dl_e Anzahl an
CpG- sowie TpA-Dinukleotiden, der pro-

CAl 0,61 0,64 zentuale Anteil der Nukleotide Guanosin
GC-Gehalt 10% 13% und Cytidin an der Gesamtsequ_enz_(GC—
Gehalt) sowie der codon adaption index

TpA-Anzahl 41 41 (CAl) angegeben. Weiter werden flankie-
Kionierung ScalHpal ScalHpal ;Sﬂﬂe Klonierungsschnittstellen aufge-

Die entworfene Sequenz fur kan_0 wurde anschlieBend synthetisch hergestellt
(Auftragsnummer: 0401196) und Scal/Hpal in das Fragment Amp_1 kloniert. Die
so erhaltene Kanamycinresistenzkassette wird als Kana_1 bezeichnet, der
funktionelle sowie der kodierende Bereich werden analog wie in Tabelle C.1 fir
Amp_1 beschrieben von singularen Schnittstellen flankiert.

C.2.1.1.2 Eukaryontische Selektionskassette

Die Hygromycinresistenzkassette sowie angrenzende, nicht-kodierende Sequen-
zen aus dem Vektor pcDNAS5S/FRT (siehe C.2.2.2.1) wurden zu dem Vektor-
element Hygr zusammengefasst. Somit setzt sich das Element Hygr aus der
kodierenden, Resistenz-vermitteinden Sequenz hygr, dem BGH-Polyadeny-
lierungssignal, einem FRT-Signal zur Vermittlung homologer Rekombination
(siehe B.1.3.1) und angrenzenden Fillsequenzen zusammen. Im pcDNA5/FRT
besitzt das Element Hygr 174 CpG-Dinukleotide und wird daher als Hygr_174
bezeichnet. Eine Optimierung hinsichtlich verschiedener Parameter ergab das
Element Hygr_1, welches nur noch 1 CpG-Dinukleotid aufweist. Tabelle C.4 bietet
eine Ubersicht tber alle Modifizierungen, die in die Sequenz von Hygr 1 im
Rahmen der Multi-Parameter-Optimierung (siehe B.1.5) eingefuhrt wurden.
Nachfolgende Positionsangaben beziehen sich dabei auf den unter F.2.1
angegebenen Nukleinsédurevergleich der Vektorelemente Hygr 174 aus pc5 und
dem optimierten Fragment Hygr_1.

Zur Vereinfachung nachfolgender Klonierungen wurde das Fragment Hygr 1
durch eine 5° Xmal-Schnittstelle (5) sowie eine 3" EcoRI-Schnittstelle (2046) er-
ganzt. Zudem wurde die kodierende Region (hygr) im synthetisch generierten
Fragment von den singularen Schnittstellen far Aflll (348) und Swal (1377)
flankiert. Das SV40-Polyadenylierungssignal konnte unter Verwendung der
singularen Enzyme PshAIl (1514) und Pacl (1655) kloniert werden. Eine Deletion
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der internen EcoRI-Schnittstelle (594) ermdglichte dabei die singulare
Verwendung dieses Enzyms im Element Amp_1l. Weiter konnten durch
Optimierung im Leserahmen von hygr sowie in den angrenzenden Fullsequenzen
alle CpG-Dinukleotide entfernt werden. Ausschliel3lich die Sequenz des FRT-
Signals, die 1CpG enthélt, wurde nicht verandert, um ihre Funktionalitat
aufrechtzuerhalten. Ein weiteres CpG-Dinukleotid ist in der flankierenden
Schnittstelle  Xmal (CCCGGG) enthalten. Ein modularer Aufbau der
Vektorplattform ermdglicht jedoch spéater einen problemlosen Austausch dieser
Schnittstelle.

Tabelle C.4: Vergleich der Elemente Hygr_1 und Hygr 174 hinsichtlich CpG-Gehalt und sin-

" gularer Restriktions-

Hygronycinkasselle Hygr_1 (Nr.: 02-772) Hygr_174 (pc5) schnittstellen. Fur die
beiden  Konstrukte st

Eingefiigte singulare Xmal (5) - jeweils die Gesamtzahl an
RE-Schnittstellen ARl (348) CpG-Dinukleotiden sowie
Swa (1377) der CpG-Gehalt des FRT-

PshAl (1514) Signals, des Leserah-

Pad (1655) mens, des _SV4O Poly-

EcoRl (204 adenylierungssignals und

angrenzender Fullsequen-

Deletierte RE- - EcoRl (594) zen aufgefiihrt. Die Posi-
Schnittstellen tionen der jeweiligen
CpG-Zahl FRT-site 1 1 Restriktionsschnittstellen

werden in Klammern

CpG-zahl hygr (ORA) 0 103 angegeben und beziehen
CpG-Zahl SV40 P(A) 0 0 sich auf den unter F.2.1

] .. angegebenen  Sequenz-
CpG-Zahl Fiillsequenz 1(Xmd) 70 vergleich der beiden Hygr-
CpG-Zahl Gesamt 2 174 Konstrukte.

Parameter, die durch Optimierung des hygr-Leserahmens verdndert wurden, sind
fur hygr 103 aus pc5 und hygr O in Tabelle C.5 aufgelistet. Die CpG-Zahl
innerhalb der kodierenden Region konnte von 103 auf O reduziert werden. Dabei
erfolgte die Eliminierung der CpGs unter Verwendung der im Hygromycin-
resistenzgen vorhandenen Kodonhaufigkeit. Der CAl wurde durch Depletierung
der CpGs geringfligig verbessert, was zur Steigerung der Transgenexpression,
und damit zu einer Vereinfachung der Selektion, beitragen sollte (hygr_103: 0,70
vs. hygr_0: 0,76). Wahrend das Gen im pc5 einen GC-Gehalt von 58% aufweist,
besitzt die optimierte Variante einen GC-Gehalt von 48%. Auch hinsichtlich ihres
TpA-Gehaltes unterscheiden sich die beiden Versionen von hygr (hygr_103: 25 vs.
hygr_0: 32). Eine Subklonierung des Leserahmens ist unter Verwendung der
Enzyme Aflll und Swal mdglich. Die entworfene Sequenz fir Hygr 1 wurde
anschlieBend synthetisch hergestellt (Auftragsnummer: 02-772) und Kpnl/Sacl in
den Vektor PCR-Script kloniert.
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fwar (ORF) hygr_0 hyor_103 Tabelle C.5: Die kodierenden Regionen hygr_0 und
CpG-Anzahl 0 103 hygr _103. Fur den jeweiligen Leserahmen wird die An-
zahl an CpG- sowie TpA-Dinukleotiden, der prozentuale
Anteil der Nukleotide Guanosin und Cytidin an der
GC-Gehalt 48 % 58 % Gesamtsequenz (GC-Gehalt) sowie der codon adaption
index (CAI) angegeben. Weiter werden flankierende
Klonierungsschnittstellen aufgefihrt.

CAl 0,76 0,70

TpA-Anzahl 32 25
Klonierung Afl I/ Swal Afl I/ Swal

C.2.1.1.3 Multipler Klonierungsbereich ( MCS)

Gemal der Sequenz im pc5 setzt sich der multiple Klonierungsbereich (MCS) aus
dem T7-Promotor, der anschlielRenden Akkumulation von singularen Schnittstellen
(Polylinker) und den angrenzenden Fullsequenzen zusammen. In dieser 208-bp-
langen Sequenz befinden sich 11 CpGs (MCS _11). Nach Optimierung und
Verkirzung des Elements auf 143 bp konnte die CpG-Zahl fir das Element
MCS_1 auf 1 reduziert werden. Tabelle C.6 bietet eine Ubersicht Uber alle
Modifizierungen, die in die Sequenz von MCS_1 im Rahmen der Multi-Parameter-
Optimierung (siehe B.1.5) eingefiihrt wurden. Nachfolgende Positionsangaben
beziehen sich dabei auf den unter F.2.1 angegebenen Nukleinsaurevergleich der
multiplen Klonierungsbereiche.

Tabelle C.6: Vergleich der multiplen Klonierungsber  eiche MCS_1 und MCS_11. Angegeben
sind jeweils der CpG- sowie

MCs MCS_0 (02-773) MCS_11 (pc5) TpA-Gehalt, singuldre Restrik-
Eingefigte singulare | Sad (5) ; tionsschnittstellen und der pro-
RE-Schnittstellen Pmel (219) zen_tu_ale Anteil der Nukleotlde
Cytidin und Guanosin an der
Deletierte RE- - Pmel (92) Gesamtsequenz (GC-Gehalt).
Schnitstellen ATl (99) Zusatzlich wird der CpG-Gehalt
Kpnl (108) des Promotorbereichs, des
Sad (114) eigentlichen Klonierungsbe-
EcoRI (143) reichs (Polylinker) sowie an-
CpG-Zahl T7 Prom. 1 1 grenzender ) Fullgequenggn
(Rest) aufgeftihrt. Die Positio-
CpG-Zahl Polylinker | 0 9 nen der jeweiligen Schnitt-
CpG-Zahl Rest 0 1 stellen werden in Klammern an-
gegeben und beziehen sich auf

CpG-Anzahl 0 11

den unter F.2.1 angegebenen
GC-Gehalt 44 % 51 % Nukleinsauresequenzvergleich
der beiden MCS-Konstrukte.

TA-Gehalt 15 16

Das verbleibende CpG im Element MCS_1 befindet sich im funktionellen Bereich
des T7-Promotors, dessen Sequenz unverandert blieb. Mehrere im multiplen
Klonierungsbereich MCS_11 befindliche Restriktionsenzymschnittstellen wurden
deletiert (Pmel 92, Aflll 99, Kpnl 108, Sacl 114, EcoRI 143), um diese flr weitere
Vektorelemente als flankierende singulare Schnittstellen einsetzen zu kénnen. So
wurde zur Klonierung des MCS_1-Elements eine 5° Sacl-Schnittstelle (5) sowie
eine 3° Pmel-Schnittstelle (219) angefugt, die Restriktionsschnittstellen Hindlll
(102), EcoRV (112) und BamHI (120) wurden als singulare Schnittstellen zur
Klonierung von Transgenen beibehalten. Hinsichtlich des GC-Gehaltes, des
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Anteils der Nukleotide Guanosin und Cytidin an der Gesamtsequenz, (MCS_11.:
51% vs. MCS_1: 44%) sowie ihrer TpA-Anzahl (MCS_11: 16 vs. MCS_1: 15) sind
die beiden Versionen des multiplen Klonierungsbereichs vergleichbar. Beide Ver-
sionen des Elements kdnnen mittels Sacl/Pmel subkloniert werden. Die ent-
worfene Sequenz fur MCS_1 wurde anschlieRend synthetisch hergestellt
(Auftragsnummer: 02-773) und Kpnl/Sacl in den Vektor PCR-Script kloniert.

C.2.1.1.4 CMV_TG-Promotor

Zur Etablierung des CMV_TG-Promotors (Yew et al., 2002) wurden in der
Sequenz des CMV-Promotors alle CpG-Dinukleotide durch die Basenabfolge
.TPG" ersetzt. Zudem wurde fir nachfolgende Klonierungen 5” eine Clal sowie 3°
eine Sacl-Schnittstelle angeflgt (siehe F.3.1). Die so erhaltene Sequenz wurde
anschlielend synthetisch produziert (Auftragsnummer: 03-551) und in den Vektor
PCR-Script kloniert. Zur Herstellung des Konstruktes SYN_CMV_TG wurde die 5
Clal-Schnittstelle unter Verwendung des Oligonukleotides CMV_Kpn_pf (siehe
F.1.1) spater gegen eine Kpnl-Schnittstelle ausgetauscht.

C.2.1.1.5 CMV_DH-Promotorvarianten

Unter Verwendung degenerierter Oligos wurden im Rahmen einer Diplomarbeit
(Carola Paintner, Regensburg) partiell CpG-freie CMV-Promotorchimaren ent-
wickelt und auf ihre Funktionalitat hin getestet. Bei diesen Konstrukten wurde das
vordere Drittel (A), der mittlere Teil (B) oder das endstandige Drittel (C) der CMV-
Promotorsequenz CpG-depletiert. Nach Eliminierung aller CpGs innerhalb des
Teilfragments A wurden in FACS-Analysen zwei unterschiedlich stark GFP
exprimierende Klone ermittelt. Nach Sequenzanalyse dieser Konstrukte zeigte
sich, dass die untersuchten Promotoren A1BC und A3BC jedoch in ihrer Sequenz
Ubereinstimmten. Somit konnte fir den Teilbereich A nur eine funktionelle
Promotorchiméare etabliert werden, welche im Fogenden als ABC bezeichnet wird.
Die Depletion der CpGs im mittleren (B-Bereich) bzw. endstéandigen (C-Bereich)
Sequenzabschnitt fuhrte dagegen zur Etablierung zweier (AB1C, AB2C) bzw.
funfer (ABC3, ABC4, ABC5, ABC6, ABCY7) funktioneller Promotorbereiche. Eine
Ubersicht tiber die Expressionsstarke der jeweiligen partiell CpG-freien CMV-Pro-
motorchimaren gibt Abbildung C.1.

Zur  Konstruktion verschiedener vollstandig CpG-depletierter CMV_DH-
Promotorvarianten (D = nicht C, H = nicht G) wurden die CpG-freien Teilbereiche
der in der Diplomarbeit entwickelten Konstrukte kombiniert. Dabei wurden nur
CpG-freie Teilsticke der am hochsten exprimierenden Promotorkonstrukte
verwendet (ABC, AB1C, AB2C sowie ABC3, ABC4, ABC7, siehe Abbildung C.1).
In F-PCR-Experimenten (siehe B.1.4.3) wurden die jeweiligen Teilfragmente unter
Verwendung spezifischer Primer zusammengefiigt. Mittels der Amplifikations-
primer wurde zudem 5" eine Clal- sowie 3" eine Sacl-Schnittstelle eingefligt. Eine
Ubersicht uber die fur das jeweilige Konstrukt verwendeten Primer gibt
Tabelle C.7, die Sequenzen der Oligonukleotide sind unter F.1.2 angegeben.
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A'BC Promotorchiméaren AB’C Promotorchiméaren ABC” Promotorchiméren
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. . —— CMV-Promotor
—— Negativkontrolle - Negativkontrolle
—— CMV-Promotor — CMV-Promotor — CMV_TG-Promotor
—— CMV_TG-Promotor = CMV_TG-Promotor _ CMV_ABC3-Promotor
— CMV_A1BC-Promotor — CMV_ABIC-Promotor CMV_ABC4-Promotor
— CMV_A3BC-Promotor = CMV_AB2C-Promotor CMV_ABCS5-Promotor
CMV_ABC6-Promotor
A B C —— CMV_ABC7-Promotor
Abbildung C.1: GFP-Expression verschiedener CpG-fre ier rekombinanter CMV-

Promotorchimaren. Die partiell CpG-freien Promotorkonstrukte wurden in stabilen H1299-Zellen
hinsichtlich ihrer h_GFP 60-Reporterexpression untersucht (FACS-Analyse). Der Abbildung sind
die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) von GFP als Malf3 fur die Promotorstarke (x-Achse) und
die Zahl fluoreszierender Zellen (y-Achse) zu entnehmen. Das jeweilige CpG-freie Teilstlick wird
als Fragment A", B” bzw. C” bezeichnet. Die Zuordnung der einzelnen Konstrukte zu den jeweiligen
Kurven kann der Legende entnommen werden. Dargestellt ist jeweils ein Vergleich verschiedener
Promotorvarianten, bei denen das vordere Drittel der Sequenz (A), der mittlere Bereich (B) oder
das 3" proximale Drittel der Sequenz (C) CpG-depletiert wurde. Als Negativkontrolle wurden mock-
transfizierte Zellen eingesetzt. Der herkdmmliche CMV-Promotor sowie eine in der Literatur
beschriebene CpG-freie CMV_TG-Version dienten als Positivkontrollen .

Die sechs so erhaltenen CMV_DH-Promotorvarianten wurden wie in Tabelle C.7
beschrieben mit CMV_A bis CMV_F bezeichnet. Ein Nukleinsaurevergleich dieser
Promotorkonstrukte ist unter F.2.1 angegeben. Um eine nachfolgende Klonierung
der Konstrukte zu erleichtern, wurde zudem die 5 Clal-Schnittstelle unter
Verwendung des Oligonukleotides CMV_Kpn_pf (siehe F.1.1) gegen eine Kpnl-
Schnittstelle ausgetauscht.

CMV_DH Zur Fusion verwe ndete Zur Fusion verwe ndete Amplifikations- Bezeichnung der
Promotorvarianten Primer (A'B") Primer (B'C") primer Promotorvarianten
AB1C3 AB1_Fpf/ ABL Fpb B1C3 Fpf/ BIC3_Fpb CMV_pf/CMV_pb CMV_A

AB1C4 AB1_Fpf/ ABL Fpb B1C4 Fpf/ B1C4 Fpb CMV_pf/CMV_pb CMV_B

AB1C7 AB1_Fpf/ ABL Fpb B1C7_Fpf/ BIC7_Fpb CMV_pf/CMV_pb CMV_C

AB2C3 AB2_Fpf/ AB2_Fpb B2C3 Fpf/ B2C3_Fpb CMV_pf/CMV_pb CMV_D

AB2C4 AB2_Fpf/ AB2_Fpb B2C4 _Fpf/ B2C4_Fpb CMV_pf/CMV_pb CMV_E

AB2C7 AB2_Fpf/ AB2_Fpb B2C7_Fpf/ B2C7_Fpb CMV_pf/CMV_pb CMV_F

Tabelle C.7: Ubersicht uber die CpG-depletierten CM  V-Promotorchiméren. Aus den

Teilfragmenten A, B1, B2, C3, C4 und C7 wurden sechs CpG-freie CMV_DH-Promotorvarianten
kombiniert. Angegeben sind jeweils die zur Fusion der Teilbereiche A" und B” bzw. B und C’
verwendeten Fusionsprimer sowie die eingesetzten Amplifikationsprimer. Die resultierenden Kon-
strukte werden im Folgenden als CMV_A bis CMV_F bezeichnet.



Ergebnisse 51

C.2.1.1.6 BGH_WDW-Polyadenylierungssignal

Ausgehend von der Sequenz fur das BGH-Polyadenylierungssignal im pc5 (A,
Abbildung C.2), das 3 CpG-Dinukleotide besitzt, wurden mit Hilfe degenerierter
Oligonukleotide mehrere CpG-freie BGH P(A)-Varianten generiert. Dabei wurde
das 3" gelegene CpG-Dinukleotid durch den Einsatz von BGH _CWpb als
rackwartigen Amplifikationsprimer zu CW umgewandelt. Zusatzlich vermittelte der
degenerierte vorwartige Amplifikationsprimer BGH_DGintpf in der PCR einen
Austausch des internen CpGs gegen die Basenabfolge DG. Das resultierende
PCR-Produkt (B, Abbildung C.2) diente anschlie3end als Matrize fir eine PCR mit
den randomisierten Oligonukleotiden BGH_WGpf/ BGH_CWpb, wodurch das im
5" Bereich liegende CpG durch WG ersetzt wurde, und somit CpG-freie BGH P(A)-
Varianten (C, Abbildung C.2) entstanden. Zusatzlich wurde anhand der Amplifika-
tionsprimer 5° eine Pmel sowie 3" eine Xmal-Schnittstelle eingefugt. AnschlielRend
wurden die CpG-depletierten Konstrukte Pmel/Xmal in den Vektor pAS (siehe
C.2.2.1.2) kloniert, und deren Sequenz anhand der Primer CMV_intL1pf und
ori_mL1L2pb (siehe F.1.1) analysiert. Dabei konnten flinf verschiedene CpG-freie
BGH P(A)-Varianten etabliert werden. Diese werden im Folgenden als
BGH_WDW bezeichnet, je nach Austausch des jeweiligen CpGs durch die
Basenabfolge WG, DG oder CW, beginnend am 5°Ende der Sequenz. Ein
Nukleinséaurevergleich der erhaltenen CpG-freien BGH P(A)-Varianten BGH_AAA,
BGH_AGA, BGH_AGT, BGH_ATA, BGH_ATT sowie der BGH P(A)-
Ausgangssequenz ist unter F.2.1 gegeben.

CcW
= — - E—
BGH_CWpb
CG (56) CG (124) CG (223)
A I [ BGH P(A) [ |
DG
BGH_DGintpf
l cwW
= — - E—
BGH_CWpb
DG (124) CW (223)
(B) | I ]
WG
[ ———
BGH_WGpf $
WG (56) DG (124) CW (223)
C) o 5 BGH WDW P(A) 1

Abbildung C.2: Schematische Darstellung der Herstel lung CpG-freier BGH Polyadenylie-
rungssignale. Im BGH P(A)-Signal bestehende CpG-Dinukleotide sind gelb markiert, durch rando-
misierte Primer eingefiihrte, degenerierte Positionen sind rot angezeichnet. Angegebene Positions-
angaben beziehen sich dabei auf den unter F.2.1 angegebenen Nukleinsduresequenzvergleich der
erhaltenen CpG-freien BGH_WDW P(A)-Varianten mit dem herkdmmlichen BGH P(A)-Signal.
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C.2.1.2 Etablierung von modularen PCR-basierten Komponenten

C.2.1.2.1 CMV-Promotor

Im Gegensatz zu den optimierten und synthetisch  hergestellten
Vektorkomponenten wurde die Sequenz des CMV-Promotors tber PCR generiert.
Dabei diente die CMV-Promotorsequenz aus pc5 als Matrize fir die Reaktion. Zur
weiteren Klonierung wurde mittels der verwendeten Amplifikationsprimer
CMV_pf/ICMV_pb (siehe F.1.1) 5" eine Kpnl- sowie eine Clal- und 3" eine Sacl-
Schnittstelle eingefligt. Insgesamt besitzt die Sequenz des CMV-Promotors (siehe
F.3) 31 CpG-Dinukleotide und ist 594-bp-lang.

C.2.1.2.2 BGH Polyadenylierungssignal

Um das BGH-Polyadenylierungssignal zu erhalten, wurde eine PCR mit den
Oligonukleotiden BGH_pf/BGH_pb (siehe F.1.1) durchgefuhrt. Dabei diente das
BGH P(A)-Signal aus dem Vektor pc5 als Matrize. Durch die Amplifikationsprimer
wurde die Sequenz 5 um eine singulare Pmel-, sowie 3" um eine singulare Xmal-
sowie eine Kpnl-Schnittstelle verlangert. In der 235-bp-langen Sequenz (siehe
F.3.1) befinden sich 3 CpG-Dinukleotide. Durch Anfligen einer Xmal-Schnittstelle
mit der Erkennungssequenz CCCGGG wird ein weiteres CpG-Dinukleotid
geschaffen. Der modulare Aufbau der Vektoren erméglicht jedoch einen spateren
Austausch bzw. eine Eliminierung der Xmal-Schnittstelle.

C.2.1.2.3 pUC origin of replication

Die Sequenz des pUC origin of replication wurde nicht verandert, um seine
Funktionsfahigkeit aufrechtzuerhalten. Daher wurde das Element mit den
Oligonukleotiden oriXE_pf/oriCB_pb (siehe F.1.1) und unter Verwendung des
Vektors pc5 als Matrize Uber PCR hergestellt. Dabei fugten die Primer 5 die
Erkennungssequenz fur die Enzyme Xmal und EcoRI sowie 3" eine Clal- sowie
eine Bglll-Schnittstelle an (siehe F.3.1). Dies ermdglicht zum einen eine
Xmal/Bglll-Klonierung dieses Fragmentes in den Vektor pAS (C.2.2.1.2), zum
anderen den Einbau des origins in den Vektor SYN_84 (C.2.2.2.3) bzw. SYN_226
(C.2.2.2.5) unter Verwendung der Enzyme EcoRI/Bglll. Das Element besitzt 45
CpG-Dinukleotide, durch die Einfihrung der Xmal-Schnittstelle wurde ein weiteres
CpG generiert.

C.2.1.3 Zusammenfassung

Genoptimierung und synthetische Herstellung (siehe B.1.5) ermdglichten es, den
CpG-Gehalt bestimmter Vektormodule erheblich zu reduzieren. So wurde die
CpG-Zahl innerhalb des Amp-Fragments von 72 auf 1 CpG und im Leserahmen
des Kanamycinresistenzgens von 42 auf 0 CpG vermindert (siehe C.2.1.1.1). Im
Hygr-Element erfolgte eine Reduktion von 174 CpGs auf 1 CpG (siehe C.2.1.1.2),
und der multiple Klonierungsbereich MCS (11 CpGs) wies nach Optimierung noch
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1 CpG auf (siehe C.2.1.1.3). Zudem wurde eine in der Literatur (Yew et al., 2002)
beschriebene CpG-freie Version des CMV-Promotors (siehe C.2.1.1.4) kunstlich
produziert. Unter Verwendung randomisierter Oligonukleotide konnten auch
eigene CpG-freie CMV-Promotorvarianten (siehe C.2.1.1.5) sowie BGH-Varianten
(siehe C.2.1.1.6) entwickelt werden.

Im Vergleich dazu besitzen tUber PCR generierte Fragmente wie der CMV-
Promotor mit 31CpG (siehe C.2.1.2.1), das BGH P(A)-Signal mit 3 CpG
(C.2.1.2.2) und der pUC origin of replication mit 45 CpG (C.2.1.2.3) eine relativ
hohe CpG-Dichte. Eine verkirzte Version des pUC origin of replication beinhaltet
noch 39 CpGs (siehe C.2.2.1.3). Tabelle C.8 gibt eine Ubersicht iiber verwendete
Klonierungsschnittstellen, den CpG-Gehalt sowie damit verbundene murine bzw.
humane CpG-Motive (siehe A.2) der einzelnen Vektormodule. Dabei werden
murine CpG-Motive erwahnt, die der Basenpaarabfolge RRCpGYY entsprechen,
sowie humane CpG-Motive, denen die Sequenz GTCGTT zu Grunde liegt.

Elemente Singulare CpG Murine CpG- Humane
Schnittstellen Dinukleotide Motive CpG-Motive
CMV-Prom. Clal/ Sad 31 5
CMV-Prom._TG Clal/ Sad 0
CMV-Prom._A-F Clal/ Sad 0
Kpnl/ Sad
MCS_11 Sad/Pmel 11 1
MCS_1 Sad/Pmel 1
BGH P(A) Pmel/ Xmal 3
BGH_WDW P(A) Pmel/Xmal 0
Hygr_174 Xmal/ EcoRlI 174 7
Hygr_1 Xmal/ EcoRlI 1
origin EcoRI/Bglll 45 4
Xmal/ Bglll
110_origin Xmal/ Bglll 39 4
Amp_72 Bglll Clal 72 7 1
Amp_1 Bglll/ Clal 1
kan_42 Scd/Hpal 42 2
kan_0 Scd/Hpal 0

Tabelle C.8: Ubersicht der einzelenen Vektorelement e. Aufgefiihrt werden die flankierenden
singularen Schnittstellen, der CpG-Gehalt sowie die Anzahl der humanen bzw. murinen
CpG-Motive fur das jeweilige Vektormodul.
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C.2.2 Aufbau und Herstellung verwendeter Vektorkons  trukte

C.2.2.1 Basisvektoren zur transienten Expressionsanalyse

Im Folgenden werden Aufbau und Klonierung der flir transiente Expressions-
analysen konstruierten Vektoren erlautert.

C.2.2.1.1 Referenzkonstrukt pRS

Als Grundlage fur das Referenzkonstrukt pRS (siehe Abbildung C.3) diente die
Sequenz des Vektors pc5 (siehe C.2.2.2.1). Da die eukaryontische Selektions-
markerkassette Hygr (C.2.1.1.2) aus pc5 fir transiente Studien nicht von
Bedeutung ist, wurde diese in einer PCR mit dem Oligonukleotidpaar
referenz_oripf/referenz_BGHpb (siehe F.1.1) sowie pc5 als Matrize eliminiert. Statt
dessen wurde durch die Amplifikationsprimer zwischen BGH P(A)-Signal und puC
origin of replication eine singulare Nsil- sowie Hpal-Schnittstelle eingefiigt. Das
PCR-Produkt wurde nach Spaltung mit Nsil religiert, und das resultierende
Plasmid als pRS (3085 bp) bezeichnet. In Ubereinstimmung mit dem pc5
(5070 bp) besitzt das Referenzkonstrukt neben dem CMV-Promotor, einem
multiplen Klonierungsbereich, dem BGH Polyadenylierungssignal auch einen puC
origin of replication sowie eine Ampicillinresistenzkassette. Die eingefligten
singularen Schnittstellen (Nsil; Hpal) erleichtern spater eine Modifikation des
Referenzkonstruktes pRS. Die Sequenz des Konstruktes ist im Anhang unter F.3.2
angegeben und weist 164 CpG-Dinukleotide auf.

Abbildung C.3: Aufbau des fir
transiente Studien verwendeten
Referenzkonstruktes pRS. Der
Vektor enthélt neben einer Trans-
genexpressionskassette aus CMV-
Promotor, multiplem Klonierungs-
bereich (MCS_11) und BGH P(A)-
Signal auch einen pUC origin, der
eine  Replikation in  Bakterien
BOHPA ermoglicht. Das Ampicillinresistenz-
vermittelnde Gen (amp), dessen

Multipler Klonierungsbereich (MCS_11)

Notl
Xhol

Hind 11l
Asp718
Kpnl
BamH |
Bst XI
EcoRV
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Pmel

©
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Nhel
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CMV-
Promotor

bla- ~3085 bp Hpal vorgeschaltener  Promotor  (bla-

Promotor Promotor) und dessen angrenzende

Amp_72 Fullsequenzen werden zu dem
164 CpG o Element Amp_72 zusammenge-

amp pUC orgin fasst. Das 3085-bp-groRe Plasmid

enthélt 164 CpG-Dinukleotide.

C.2.2.1.2 Basiskonstrukt p AS

Zur Konstruktion des CpG-modifizierten Vektors pAS wurden zunachst die
Elemente CMV-Promotor (Kpnl/Sacl;C.2.1.2.1), MCS_1 (Sacl/Pmel;C.2.1.1.3)
sowie das BGH P(A)-Signal (Pmel/Kpnl;C.2.1.2.2) unter Verwendung geeigneter
Schnittstellen in den Klonierungsvektor PCR-Script gesetzt. Das resultierende
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Konstrukt (I, Abbildung C.4) enthalt die Transgenexpressionskassette des pAS
(960 pb) und wird als PSC_CMB bezeichnet. In einer anschlieBenden
Dreifachligation wurden die Clal/Xmal-verdaute Transgenexpressionskassette,
das Clal/Bglll-gespaltene, CpG-reduzierte Amp_1-Element (I, Abbildung C.4)
sowie der uber PCR generierte, Bglll/Xmal-geschnittene pUC origin of replication
(111, Abbildung C.4) zu dem Vektor pAS (1V, Abbildung C.4) zusammengefigt. Der
erhaltene Vektor wurde unter Verwendung der Primer CMV_pf, CMV_pb,
BGH_pb, ori_mL1L2pb, ampA_m4 sowie ampC_L9 vollstdndig sequenziert.
Insgesamt besitzt pAS 83 CpG-Dinukleotide, im Vergleich zu pRS konnte der
CpG-Gehalt damit auf 51% reduziert werden.

Sacl  MCS_1 (130 bp)
Pmel

CMV-Promotor (590 bp)

CMB

(Transgen

Expressionskassette)
~960 bp

0]

BGH P(A) (240 bp)

Clal
Kpnl

Amp_1
(AmpR-Kassette)
~ 1400 bp

10 (PSC)

\ lC|aI/Xma|

(D)
pUC origin

(pUC19) (695 bp)

Clal

Clal/Bglll Xmal/Bgl Il Bl Il
Sacl .
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~3034 bp
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Abbildung C.4: Klonierungsschema zum Erhalt des CpG -reduzierten Basisvektors p AS.
Synthetisch hergestellte, CpG-minimierte Elemente sind farbig dargestellt, wahrend unmodifizierte,
anhand von PCR generierte Komponenten grau bzw. schwarz unterlegt sind. Die einzelnen Vektor-
komponenten werden von singuléaren Schnittstellen flankiert, innerhalb des Elementes Amp_1 sind
zudem funktionelle Bereiche von singuléaren Schnittstellen umgeben. Im multiplen Klonierungs-
bereich (MCS) befinden sich Schnittstellen fur Hindlll, EcoRV sowie BamHI. Nahere Informationen

zu Aufbau und Herstellung des CpG-reduzierten Basisvektors pAS kdnnen dem Text entnommen
werden.

C.2.2.1.3 Modifizierte Basisvektoren (p AS110°, pASC, pAS kana, pASB WDW und
pPASC A-F)

Bei der Herstellung des Vektors pAS (C.2.2.1.2) trat nach der Dreifachligation eine
Version des Vektors pAS auf, die eine 110-bp-lange Deletion am 5" Ende des pUC
origin of replication aufwies. Zudem wurde ein Defekt in der am 5" Ende des pUC
origin of replication lokalisierten EcoRI-Schnittstelle festgestellt. Unter Ver-
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wendung der Oligonukleotide 110_X/E_pf und 110_X/E_pb (siehe F.1.1) wurde in
einer PCR die zerstorte Schnittstelle wiederhergestellt, so dass das entstehende
Konstrukt pAS110” (2924 bp; siehe F.3.2) bis auf eine 110-bp-lange Deletion im
origin analog zum Vektor pAS (3034 bp; siehe F.3.2) aufgebaut ist. Wie im Verlauf
der Arbeit gezeigt werden konnte, hat die Deletion keinen Einfluss auf die Funktio-
nalitat des Replikationsursprungs. Durch Entfernen der 110 Basenpaare wurden 6
CpG-Dinukleotide aus dem pUC origin of replication entfernt, die Sequenz der ver-
kirzten Replikationskomponente 110" pUC origin (39 CpG) ist unter F.3.1 be-
schrieben. Im Vergleich zu pRS (164 CpG) konnte der CpG-Gehalt des Vektors
pAS110° (77 CpG) damit um 53% vermindert werden. Zudem wurde ausgehend
vom Vektor pAS (83 CG; C.2.2.1.2) der CMV-Promotor (31 CG; C.2.1.2.1) durch
den CpG-freien CMV_TG-Promotor (C.2.1.1.4) ersetzt (1; Abbildung C.5). Dabei
gewabhrleisteten flankierende singuléare 5° Clal- bzw. 3" Sacl-Schnittstellen diesen
Austausch der Promtorbereiche. Das resultierende Plasmid pASC (52 CG) weist
bezogen auf pRS (164 CG; C.2.2.1.1) einen CpG-Gehalt von 32% auf.

CpG-freie Sacl CpG-freie
CMV-Promotor- BGH WDW
varianten Pmel p(a)-Varianten
%\/' Sacl MCS 1
Promotor -
Clal

(Kpnl)

Pmel
A Xmal

BGHP(A)

(Kpnl)Clal pAS
bla- ~3034 bp Xmal

EcoRI
Promotor

83 CpG

origin of replication

Bglll

CpG-freies Kanamycin-
resistenzgen

Bglll

Abbildung C.5: Klonierungsschema zum Erhalt weitere r, CpG-reduzierter Konstrukte.
Synthetisch hergestellte, CpG-minimierte Elemente sind farbig dargestellt, wahrend unmodifizierte,
anhand von PCR generierte Komponenten grau bzw. schwarz unterlegt sind. (1) Der Austausch
des herkémmlichen CMV-Promotors durch den CMV_TG-Promotor (Clal/Sacl) bzw. durch die im
Rahmen dieser Arbeit etablierten CMV_A bis CMV_F-Promotorvarianten (Kpnl/Sacl) resultierte in
der Generierung der Vektoren pASC bzw. pASC_A bis pASC_F, die 52 CpGs besitzen. (2) Mittels
Pmel/Xmal-Klonierung wurde das konventionelle BGH P(A)-Signal durch die CpG-freien
BGH_WDW P(A)-Varianten ersetzt. Die entstandenen Konstrukte werden im Folgenden als
pASB_WDW bezeichnet und weisen 80 CpGs auf. (3) Weiter fuhrte die Integration eines CpG-
freien Kanamycinresistenzgens (kan_0) mit vorgeschaltetem bla-Promotor in den pAS zum Erhalt
des Vektors pAS_kana (83 CpG).

Um nachfolgende Klonierungen zu erleichtern, wurde die das 5 Ende des
Promotorbereichs flankierende Clal-Schnittstelle im pASC unter Verwendung der
Fusionsprimer CMVsyn_bla_Fpf und CMVsyn_bla_Fpb gegen Kpnl ausgetauscht.
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Das Enzym Kpnl weist im Gegensatz zu Clal keine dam-Sensitivitat auf, d.h. kann
auch nach Transformation in den Dam-Methylasen enthaltenden Stamm DH5a
verwendet werden. Analog wie fir pASC beschrieben (1, Abbildung C.5) wurden
die generierten, CpG-freien CMV-Promotorvarianten CMV_A bis CMV_F (siehe
C.2.1.1.5) mittels Kpnl/Sacl-Klonierung in den Vektor pAS eingebracht. Diese
Vektorkonstrukte werden mit pASC_A bis pASC_F bezeichnet und besitzen
bezogen auf pRS 52 CpG-Dinukleotide bzw. einen Gehalt von 32%.

Ein weiterer Ansatz zur Verminderung der CpG-Zahl im Vektorrickgrat war die
Einfuhrung eines CpG-freien BGH Polyadenylierungssignals in pAS. Dazu wurden
funf degenerierte BGH_WDW-Varianten (siehe C.2.1.1.6) unter Verwendung der
Restriktionsenzyme Pmel und Xmal je in ein pAS-Vektorrickgrat kloniert
(3, Abbildung C.5). Die resultierenden Konstrukte werden im Folgenden je nach
Austausch des jeweiligen CpGs durch die Basenabfolge WpG, DpG oder CpW als
pASB_WDW bezeichnet. Alle pASB_WDW-Konstrukte weisen einen CpG-Gehalt
von 49% auf und besitzen 80 CpG-Dinukleotide innerhalb ihrer Sequenz.

Eine CpG-freie Version des Kanamycinresistenzgens kan_0 (C.2.1.1.1) wurde
unter Verwendung der singularen Schnittstellen (Scal/Hpal) in den CpG-reduzier-
ten pAS eingefiigt (2, Abbildung C.5). Da Kanamycin nicht als therapeutisches
Antibiotikum eingesetzt wird, bieten sich derartige Vektoren fir humane
Applikationen an. Das entstandene Konstrukt pAS kana besitzt ebenso wie pAS
83 CpGs bzw. verglichen mit pRS einen CpG-Gehalt von 51% (siehe C.2.2.1.4).

C.2.2.1.4 Ubersicht

Unter Verwendung kunstlich generierter bzw. anhand randomisierter
Oligonukleotide hergestellter Fragmente sowie PCR-basierter Elemente wurden
verschiedene Plasmide fir tansiente Expressionsanalysen hergestellt. Dabel
setzen sich alle Vektoren aus einer Transgenexpressionskassette, einer Version
des pUC origin of replication sowie einer prokaryontischen Resistenzkassette
zusammen. Ausgehend von einem pc5-abgeleiteten Referenzkonstrukt pRS (164
CpG; C.2.2.1.1) wurde der modular aufgebaute Basisvektor pAS (83 CpG;
C.2.2.1.2) etabliert. Ein Ersatz des amp_0-Elements (C.2.1.1.1) durch das kan_0O-
Element (C.2.1.1.1) im pAS fuhrte zu dem fur humane Applikationen anwendbaren
Vektor pAS_kana (83 CpG; C.2.2.1.3). Weiter flhrte eine Deletion im 5 Bereich
des pUC origin of replication zum Erhalt des Plasmids pAS110° (C.2.2.1.3), das
77 CpGs beinhaltet. Die Integration von CpG-freien BGH_WDW P(A)-Varianten
(80 CpG; C.2.1.1.6) fuhrte zur Etablierung der Konstrukte pASB_AAA,
PASB_AGA, pASB_AGT, pASB_ATA sowie pASB_ATT (80 CpG; C.2.2.1.3), die
bezogen auf pRS einen CpG-Gehalt von 49% besitzen. Durch Einbau des
CMV_TG-Promotors (C.2.1.1.4) in den pAS wurde der starker CpG-reduzierte
Vektor pASC (52 CpG; C.2.2.1.3) generiert, dessen CpG-Gehalt bei 32% liegt.
Analog wie fur pASC beschrieben, wurden die Vektoren pASC_A bis pASC_F (52
CpG; C.2.2.1.3) generiert, welche CpG-freie CMV_DH-Promotorvarianten enthiel-
ten. Der CpG-Gehalt dieser Plasmide wurde auf 32% vermindert. In Tabelle C.9
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werden die jeweiligen Konstrukte hinsichtlich der CpG-Zahl ihrer Komponenten,
der Gesamtzahl an CpG-Dinukleotiden sowie ihres prozentualen CpG-Gehaltes
verglichen. Auch die Zahl der im jeweiligen Vektor auftretenden murinen sowie
humanen Motive wird Tabelle C.9 aufgefuhrt.

Vektor CMV-Prom. MCS (CpG) BGH P(A) Amp (CpG) | origin(CpG) Sonstige Gesamt % CpGvon
(CpG) (CpG) (CpG) (CpG) pRS
pRS 31 11 3 72 45 2 164 100
p4s 31 1 3 1 45 2 83 51
p4s110° 31 1 3 1 39 2 ya 47
p4sC 0 1 3 1 45 2 52 32
p4Skana 31 1 3 1 45 2 83 51
p4SB_WDW 31 1 0 1 45 2 80 49
pASC_A-F 0 1 3 1 45 2 52 32

Tabelle C.9: Ubersicht (ber die fir transiente Expr essionsstudien etablierten
Vektorkonstrukte. Fir das jeweilige Konstrukt wird die CpG-Zahl der einzelnen Vektorelemente
und der absolute sowie prozentuale CpG-Gehalt des Vektors angegeben. Unter ,Sonstige* werden
CpG-Dinukleotide aufgefuhrt, welche klonierungsbedingt zwischen den Elementen eingefiigt
wurden bzw. durch Angrenzen zweier funktioneller Elemente entstanden sind.

C.2.2.2 Basisvektoren zur stabilen Expressionsanalyse

In diesem Kapitel wird der Aufbau und die Herstellung der fur stabile
Expressionsanalysen verwendeten Konstrukte naher beschrieben.

C.2.2.2.1 Ausgangsvektor pcDNAS/FRT

Als Ausgangskonstrukt auf dessen Grundlage die modular aufgebaute Vektorplatt-
form entwickelt wurde, diente der kaufliche Vektor pcDNA5/FRT (Invitrogen). Die-
ses Plasmid wurde gewahlt, da der pc5 (C.2.2.2.1) neben funktionellen Elementen
wie der Transgenexpressionskassette (A,B,C, Abbildung C.6) mit multiplem
Klonierungsbereich, dem pUC origin of replication (F, Abbildung C.6) und einer
prokaryontischen Resistenzkassette (G, Abbildung C.6) auch ein FRT-Signal (D,
Abbildung C.6) zur Vermittlung homologer Rekombination besitzt. Als weitere
Komponente enthalt der Vektor pc5 einen eukaryontischen Selektionsmarker (E,
Abbildung C.6), der die Generierung stabiler Zelllinien gewahrleistet. Dadurch
ermdglicht der Vektor unter Verwendung des Flp-In™ Systems die gezielte Inte-
gration einer Kopie des Transgens in einen definierten Lokus der Zielzelle (siehe
B.1.3.1.3). Das 5070-bp-grof3e Plasmid besitzt 337 CpG-Dinukleotide in seiner
Sequenz und diente als Referenzkonstrukt fiir weitere aus synthetischen sowie
PCR-basierten Elementen aufgebaute Plasmide zur stabilen Expressionsanalyse.
Zudem beinhaltet der Vektor 24 murine und 1 humanes CpG-Motiv (siehe A.2).
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(B) Multipler Klonierungsbereich

FRT (D)

Abbildung C.6: Aufbau des fir stabile Ex-
pressionsstudien verwendeten Ausgangs-
konstruktes pc5. Neben einer eukaryon-

= g I-2 _ tischen Transgenexpressionskassette be-

22=72 %égé 3 ze g2 stehend aus CMV-Promotor (A), multiplem
Zo<I<xyOouwzX<a Klonierungsbereich (B) und BGH P(A)-Signal

CMV- (C) besitzt der Vektor einen pUC origin of
Promotor BGHPEA) ©) replication (G) sowie eine prokaryontische

Resistenzkassette Amp_174 (H und I). Das
FRT-Signal (D), die kodierende Sequenz fir

bla- pcDNAS/FRT das Hygromycinresistenzgen (E) und das
Promotor|] ~5070 bp hygr 103 | SV40 P(A)-Signal (F) werden zu dem
—ﬂl (E) Element Hygr 174 zusammengefasst. Die
Sequenz des Plasmides (5070 bp) enthalt
amp_49 337 CpG-Dinukleotide.
H SV40 P(A)
(F)

C.2.2.2.2 pc5-Varianten mit CpG-freiem BGH Polyaden ylierungssignal

Zwei CpG-freie Versionen des BGH Polyadenylierungssignals, BGH_ATA und
BGH_AGA (C.2.1.1.6) wurden in den Vektor pc5 integriert, um in stabilen
Zellkulturexperimenten ihren Einfluss auf die Hohe der Transgenexpression
untersuchen zu kénnen. Dazu wurde tber F-PCR ein Fragment generiert, das im
amplifizierten Bereich analog zum pc5 ist, allerdings eine CpG-depletierte Version
des BGH Polyadenylierungssignals besitzt. Zudem wurde Uber die zur Fusion
verwendeten Oligonukleotide BGH_F1pf/BGH_F1pb bzw. BGH_F2pf/ BGH_F2pb
(siehe F.1.1) eine 5  flankierende Pmel- bzw. 3" eine flankierende Xmal-
Erkennungssequenz eingefiigt. Anschlieend wurde das Fragment unter
Verwendung der Primer 773A_pf und ori_mL1L2 amplifiziert und das PCR-Produkt
BamHI/Mscl verdaut (A, Abbildung C.7). Aus der Integration des jeweiligen F-
PCR-Produktes in den BamHI/Mscl-geschnittenen pc5 (B, Abbildung C.7)
resultierten die Konstrukte pc5 AGA sowie pc5 ATA (C, Abbildung C.7). Das
SV40 Polyadenylierungssignal wurde aus dem Vektor pc5 (Invitrogen) mit den
Primern SV40P(A)_pf/SVP(A) pb amplifiziert und unter Verwendung der
singularen Erkennungssequenzen fiur die Enzyme Pmel/Xmal in den oben
beschriebenen Vektor kloniert. Die Xmal-Schnittstelle (CCCGGG) besitzt ein CpG-
Dinukleotid, daher weisen die Konstrukte pc5 AGA, pc5_ATA und pc5 SV40 je
335 CpG-Dinukleotide auf, was einem CpG-Gehalt von 99% entspricht.
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Abbildung C.7: Klonierungsschema zum Erhalt von pc5 -Varianten mit CpG-freiem P(A)-
Signal. Synthetisch hergestellte, CpG-minimierte Elemente sind farbig dargestellt, wéahrend
unmodifizierte, anhand von PCR generierte Komponenten in Grau- bzw. Schwarzténen ausgefullt
sind. Zunachst wurde Uber F-PCR ein Fragment (A) generiert, welches in seiner Sequenz dem pc5
entsprach, jedoch das verédnderte Polyadenylierungssignal BGH_AGA sowie zwei flankierende
Schnittstellen enthielt. Unter Verwendung der singuldren Schnittstellen BamHI und Mscl wurde
dieses Fragment in den pc5 (B) kloniert, woraus der Vektor pc5_AGA resultierte (C). Die CpG-freie
Variante des BGH P(A)-Signals BGH_ATA sowie das SV40 (A)-Signal wurden anschlie3end
mittels Pmel/Xmal-Klonierung in den Vektor pc5_AGA eingesetzt, woraus sich die Konstrukte
pc5 ATA und pc5_SV40 ergaben (nicht abgebildet).

C.2.2.2.3SYN_84

Der modular aufgebaute Vektor pAS (I, Abbildung C.8) wurde unter Verwendung
der singuléaren Schnittstellen EcoRI/Xmal um die synthetisch hergestellte eukary-
ontische Selektionsmarkerkassette Hygr_1 (ll, Abbildung C.8) erweitert. Das ent-
standene 5065-bp-groRe Konstrukt SYN_84 (lll, Abbildung C.8) entsprach in
seinem Aufbau dem Ausgangsvektor pc5 und wies noch 84 CpG-Dinukleotide auf.
Folglich wurde der CpG-Gehalt in SYN_84 auf 25% des urspringlichen Wertes
reduziert. Weiter wurde die Zahl der murinen CpG-Motive im Plasmid auf 9 ver-
mindert, und das humane CpG-Motiv im Vektorriickgrat wurde eliminiert (siehe
C.2.2.2.7).

C.2.2.2.4 SYN_187

Um den Vektor SYN_187 zu erhalten, wurde ausgehend vom Plasmid SYN_84 die
fur die Hygromycinresistenz kodierende Sequenz hygr 0 (C.2.1.1.2) anhand der
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Restriktionsschnittstellen Aflll/Swal gegen die Sequenz des Hygromycinresistenz-
gens aus pc5 hygr 103 (siehe C.2.1.1.2) ausgetauscht (V, Abbildung C.8). Das re-
sultierende 5065-bp-grof3e Konstrukt beinhaltet 187 CpG-Dinukleotide und ver-
glichen mit pc5 einen CpG-Gehalt von 55%. Die Sequenz des Vektors enthalt 12
murine, jedoch kein humanes CpG-Motiv (siehe C.2.2.2.7).

C.2.2.2.5 SYN_226

Zur Konstruktion des CpG-modifizierten Vektors SYN_226 wurde die eukary-
ontische Selektionsmarkerkassette Hygr 174 (IV, Abbildung C.8) Xmal/Pacl
anstelle der CpG-freien Hygr_1-Komponente (C. 2.1.1.2) in den Vektor SYN_84
integriert. Der 5042-bp-grof3e Vektor SYN_226 enthalt 226 CpG-Dinukleotide, 15
murine jedoch kein humanes CpG-Motiv (siehe A.2). Bezogen auf pc5 besitzt der
Vektor einen CpG-Gehalt von 67% (siehe C.2.2.2.7).

CMV- 5 mcs 1 sacl
Promotor Pmel N\
ERT
BGH P(A) ~ 2039 bp AfllI
Clal
a wmal hygr_0
bla- EcoR| " > Hygr_1
Promotor
Swal
amp_0 puC Xmal/EcoR| PshA |
igin SV40 P(A)
EcoRlI J
Bglll
Kpnl Xmal
EFRT
(V)
CMy SYN 226
Promotor hygr SYN 226
/ 103 ~5042 bp
r Clal X P
bla- SV40 P(A)
Promotor Pacl
Amp_1 < amp_0 AfLISwa Aflll
hygr SYN 187
103 | ~ 5065 bp
\. v)
Swal

Abbildung C.8: Klonierungsschema zur Herstellung de r CpG-reduzierten Vektoren fir
stabile Expressionsanalysen.  Synthetisch hergestellte, CpG-minimierte Elemente sind farbig dar-
gestellt, wahrend unmodifizierte, anhand von PCR generierte Komponenten grau bzw. schwarz
unterlegt sind. Ausgehend vom Vektor pAS (I) wurde durch Integration der Hygr_1-Kassette (II)
mittels der Enzyme Xmal/EcoRIl das Konstrukt SYN84 (lll) geschaffen. Dabei setzt sich die
Hygr_1-Kassette aus dem FRT-Rekombinationssignal, dem kodierendem Bereich fiir das Hygro-
mycinresistenzgen sowie dem SV40 P(A)-Signal zusammen. Die Amp_1-Kassette beinhaltet
neben dem ORF auch einen vorgeschaltenen bla-Promotor. Ein Austausch des 5 Xmal- und
3" Pacl-flankierten Bereiches der Hygromycinkassette (Hygr_1) gegen den analogen, CpG-haltigen
Bereich aus dem pc5 resultierte im Erhalt des Vektors SYN226 (IV). Die Integration der
herkdmmlichen fur die Hygromycinresistenz kodierenden Sequenz (hygr_103) in den SYN84 ergab
schlief3lich das Plasmid SYN187 (V).
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C.2.2.2.6 SYN226-Varianten mit CpG-freiem CMV Promo tor

Zunachst wurde im Vektor SNYN226 (226 CG; C.2.2.2.5), analog wie fur pASC
beschrieben (siehe C.2.2.1.3), die 5" den CMV-Promotorbereich flankierende Clal-
Schnittstelle gegen die Erkennungssequenz des Enzyms Kpnl ausgetauscht (1,
Abbildung C.9). Die CpG-depletierten Promotorchiméren CMV_A bis CMV_F
(sieche C.2.1.1.5) sowie der CMV_TG-Promotor (siehe C.2.1.1.4) wurden
anschlieBend Kpnl/Sacl in den Vektor SYN_226 eingesetzt (2, Abbildung C.9).
Der SV40-Promotor wurde aus dem Vektor pFRTlac/Zeo2 (Invitrogen) mit den
Primern SV40prom_pf/ SV40prom_pb (siehe F.1.1) amplifiziert und ebenso in den
Vektor kloniert. Die resultierenden Konstrukte (3, Abbildung C.9) werden als
SYN226_TG und SYN_SV40 sowie SYN226_A bis SYN226_F bezeichnet. Ihr
CpG-Gehalt wurde auf 57% des pc5 vermindert.

Abbildung C.9: Herstellung der SYN226-Varianten mit CpG-freiem CMV-Promotor.
- Synthetisch hergestellte, CpG-mini-
CpG freie Sacl mierte  Elemente  sind  farbig
CMV- MCS 1 dargestellt, wéhrend unmodifizierte,
Promotor- ——— anhand von PCR generierte Kompo-
varanten E%E nenten in Grau- bzw. Schwarzténen
\(2‘) T ausgefiillt sind. Zunachst wurde die
Kpnl C den 5" Bereich des CMV-Promotors

BGHP(A)

Xmal
FRT

flankierende Clal-Schnittstelle im
SYN226 anhand einer Fusions-PCR
durch eine Kpnl-Erkennungs-
sequenz ersetzt (1). AnschlieBend

SYN226

Proral_(?t_or ~5042 bp hygr_ 103 | wurden CpG-freie CMV_DH-Promo-
— (3) torvarianten sowie der CMV_TG-
amp_0 Promotor (2) unter Verwendung der

Enzyme Kpnl/Sacl in den CpG-redu-
zierten Vektor SYN226 eingesetzt
(3). Nahere Informationen zur Ent-
stehung dieser Konstrukte kdnnen
dem Text enthommen werden.
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C.2.2.2.7 Ubersicht

Ausgehend von der Sequenz des Vektors pcDNAS5/FRT (337 CpG; C.2.2.2.1)
wurden verschiedene CpG-reduzierte Konstrukte fur stabile Expressionsanalysen
generiert. Dabei setzten sich alle Plasmide aus funktionellen Elementen wie der
Transgenexpressionskassette (A,B,C, Abbildung C.6), dem pUC origin of
replication (F, Abbildung C.6) und einer prokaryontischen Resistenzkassette
(G, Abbildung C.6) zusammen. Zudem enthalten die Vektoren Komponenten,
welche durch Vermittlung homologer Rekombination (FRT-Signal;
D, Abbildung C.6) die Etablierung stabiler Zelllinien ermoglichen
(E, Abbildung C.6).

Um den Einfluss der CpG-depletierten BGH P(A)-Signale BGH_AGA und
BGH_ATA auf die HOhe der Transgenexpression direkt vergleichen zu kdnnen,
wurden die Konstrukte pc5_ AGA sowie pc5_ATA (siehe C. 2.2.2.2) hergestellt.
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Diese entsprechen in ihrer Sequenz bis auf die CpG-freie BGH-
Polyadenylierungsstelle dem pc5 und enthalten 335 CpG-Dinukleotide. Bezogen
auf pc5 ergibt sich ein CpG-Gehalt von 99%. Der modular aufgebaute CpG-
reduzierte Vektor SYN 84 (84 CpG; C.2.2.2.3) besitzt neben PCR generierten
Elementen wie dem pUC origin of replication, dem eukaryontischen CMV-
Promotor und der Polyadenylierungsstelle auch kinstlich hergestellte Elemente
wie die Ampicillinresistenzkassette Amp_1, die eukaryontische Selektionsmarker-
kassette Hygr_1 und den multiplen Klonierungsbereich MCS_1. Insgesamt wurde
der CpG-Gehalt in diesem Vektor verglichen mit pc5 auf 25% reduziert (siehe
Tabelle C.9). Durch Integration der CpG-haltigen kodierenden Region des
Hygromycinresistenzgens hygr_103 bzw. der kompletten Hygromycinresistenz-
kassette Hygr 174 in den Vektor SYN 84 wurden die Vektoren SYN_187
(187 CpG; C.2.2.2.4) bzw. SYN_226 (226 CpG; C.2.2.2.5) generiert. Dabei konnte
der CpG-Gehalt bezogen auf pc5 fur SYN_187 auf 55% und der von SYN_ 226 auf
67% vermindert werden. Zum Vergleich verschiedener CpG-depletierter Promotor-
chimaren (siehe C.2.1.1.5) beziglich ihrer Expressionsleistung in stabilen Zellen
wurden die Konstrukte SYN226 CMV_A bis SYN226 _CMV_F (194 CpG;
C.2.2.2.6) etabliert. Als Positivkontrolle wurde das Konstrukt SYN226 CMV_TG
(194 CpG; C.2.2.2.6) generiert. Bei den Konstrukten wurde der CMV-Promotor
jeweils durch eine CpG-freie CMV-Version ersetzt. Hierdurch reduzierte sich der
CpG-Gehalt der Konstrukte auf 58%, bezogen auf pc5. Tabelle C.9 gibt eine
Ubersicht tiber die fiir stabile Expressionsexperimente verwendeten Plasmide.

Vektor CMV-Prom. MCS BGH P(A) Hygr Origin Amp Sonstige | Gesamt % CpG

(CpG) (CpG) (CpG) (CpG) (CpG) (CpG) (CpG) (CpG) | vonpc5
pcs 31 11 3 174 45 72 1 337 100
pc5_AGA 31 11 0 174 45 72 2 335 99
pc5_ATA 31 11 0 174 45 72 2 335 99
pc5_SV40 31 11 0 174 45 72 2 335 99
SYN_84 31 1 3 1 45 1 2 84 25
SYN_187 31 1 3 104 45 1 2 187 55
SYN_226 31 1 3 143 45 1 2 226 67
SYN_226 0 1 3 143 45 1 1 194 58
CMVp.

Tabelle C.9: Ubersicht tiber die fur stabile Express  ionsstudien etablierten Vektorkonstrukte.
Fur das jeweilige Konstrukt wird die CpG-Zahl der einzelnen Vektorelemente und der absolute
sowie der prozentuale CpG-Gehalt des Vektors angegeben. Unter ,Sonstige” werden CpG-
Dinukleotide aufgefuihrt, welche klonierungsbedingt zwischen den Elementen eingefligt wurden
bzw. durch Angrenzen zweier funktioneller Elemente entstanden sind.
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C.3 Etablierung von CpG-Modifikationen innerhalb de s
Transgens

C.3.1 Optimierung und Modifizierung der verwendeten Reportergene
C.3.1.1 GFP als Transgen

Um den Einfluss im offenen Leserahmen vorkommender CpG-Dinukleotide (siehe
A.3) auf Hohe und Dauer der Genexpression untersuchen zu kdénnen, wurden
verschiedene CpG-modifizierte Versionen des GFP-Reportergens (siehe C.1.2)
entwickelt. Veranderungen der Ausgangssequenz erfolgten dabei unter Beibehal-
tung der Aminosaureabfolge des green-fluorescent-proteins. Ausgehend von der
Sequenz fur h_GFP 60 (siehe F.2.1), die 60 CpGs innerhalb der kodierenden Re-
gion aufweist (Zolotukhin et al., 1996), wurde eine ebenfalls auf humane Kodon-
wahl optimierte Version des GFP-Gens (h_GFP 0) generiert, deren ORF kein
CpG-Dinukleotid mehr enthalt. Durch Maximierung des CpG-Gehaltes innerhalb
der kodierenden Region von GFP entstand somit das Konstrukt h_ GFP 93 (siehe
F.2.1), welches 93 CpG-Dinukleotide aufweist. Ein Nukleinsaurevergleich der drei
GFP-Reportergensequenzen ist unter F.2.1 angegeben, ein Aminosauresequenz-
vergleich der drei Konstrukte in F.2.2 dargestellt.

Die Modifizierung der Leserahmen hinsichtlich des CpG-Gehaltes erfolgte unter
Verwendung der Software Geneoptimizer™ (Geneart, Regensburg) im Rahmen
einer Multiparameter-Optimierung (siehe B.1.5). Eine Ubersicht tber weitere
sequenzspezifische Parameter ist in Tabelle C.10 dargestellt. So wurde der codon
adaption index (CAl), ein Mal fiur die Gite der Kodonwahl (siehe B.1.5), durch die
Depletierung der CpGs nur geringfugig verandert (h_GFP 60: 0,95; h_GFP O:
0,94), wahrend eine Maximierung des CpG-Gehaltes bei h_GFP 93 (CAl: 0,84)
eine Verschlechterung des CAlI um 0,11 zur Folge hatte (siehe Tabelle C.3). Die
drei gewahlten Varianten des GFP-Gens sind hinsichtlich ihres GC-Gehalts
(h_GFP 60: 61%; h_GFP 0: 55%; h_GFP 93: 61%) vergleichbar und stimmen in
ihrer TpA-Zahl (h_GFP 60: 15; h_GFP 0: 15; h_GFP 93: 15) uberein (siehe
Tabelle C.10). Zur weiteren Klonierung wurden eine 5° Hindlll- sowie eine 3’
BamHI-Schnittstelle an die kodierende Region angefligt. Eine Zusammenstellung
der einzelnen Parameter ist in Tabelle C.10 gegeben.

Tabelle C.10: Vergleich der
GEP (ORF) h_GFP_0 h_GFP_60 h_GFP_93 i
— R— R— CpG-modifizierten GFP-
CpG-Anzahl 0 60 93 Reportervarianten.  Fir den
CAl 0,93 0,96 0,84 kodierenden Bereich des
jeweiligen Reporterkonstruk-
GC-Gehalt 55 % 61 % 61 % b .
> > > tes wird die CpG-zahl, der
TpA-Anzahl 15 15 15 CAl-Wert sowie der prozen-
Klonierung HindllV BamHI | HindllV BamHI | HindlIV BamHI tuale Anteil der Nukleotide

Cytidin und Guanosin an der
Gesamtsequenz (GC-Gehalt) angegeben. Zudem werden die Anzahl der TpA-Dinukleotide sowie
die flankierenden Restriktionsschnittstellen der Reportervarianten aufgefiihrt.
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C.3.1.2 p24 als Transgen

Als weiteres Transgen wurde das von HIV-1 abgeleitete p24-Kapsidprotein ver-
wendet, das bereits friher auf eine Expression in humanen Zellen optimiert wor-
den war (Graf et al., 2000). Analog zu den GFP-Reportergenvarianten (siehe
C.3.1.1) wurde ausgehend von der humanisierten Sequenz des p24 (h_p24 38)
eine CpG-reduzierte Version (h_p24 0) sowie eine Variante mit maximiertem CpG-
Gehalt (h_p24 103) konstruiert. Die Depletierung aller CpG-Dinukleotide flr
h_p24 0 sowie die Erh6hung der CpG-Zahl auf 104 CpGs erfolgte dabei unter Auf-
rechterhaltung der Aminosauresequenz in dem Kapsidprotein (siehe F.2.2). Ein
Nukleinséaurevergleich der drei p24-Reportergenvarianten ist unter F.2.1 aufge-
fuhrt.

Eine Ubersicht Uber weitere Parameter, die im Zuge der CpG-Modifikation
verandert wurden, gibt Tabelle C.11. Wahrend die CpG-freie p24-Variante
h_p24 0 (CAIL 0,95) einen vergleichbaren CAI-Wert (siehe B.1.5) wie das
Ausgangskonstrukt h_p24 38 (CAl: 0,99) aufwies, fuhrt die Maximierung des CpG-
Gehaltes bei h_p24 103 zu einer erheblichen Verschlechterung der Kodonwahl
(CAI: 0,76). Dabei wurde eine Erhdhung der CpG-Zahl gezielt auf Kosten der
Kodonwahl unternommen. So wurde die Frage adressiert, ob CpGs den Einfluss
der Kodonwahl auf die Expression Uberkompensieren kénnen. Hinsichtlich des
prozentualen GC-Gehaltes (h_p24 0: 60, h_p24 38: 65, h_p24 104: 65) sowie der
TpA-Anzahl (h_p24 0: 6, h_p24 38: 7, h_p24 104: 6) weisen die drei Konstrukte
vergleichbare Werte auf. Fir nachfolgende Klonierungsschritte wurde das 5° Ende
der jeweiligen p24-Sequenz um eine Hindlll-, das 3° Ende um eine BamHI-
Schnittstelle erganzt (siehe Tabelle C.11).

Tabelle C.11: Vergleich der

p24 (ORE h_p24_0 h_p24_38 h_p24_104 i
) it i P CpG-modifizierten p24-

CpG-Anzahl 0 38 104 Reportervarianten. Fir den
CAl 0.95 0.99 0.76 kodlgrenden Bereich des
jeweiligen Reporterkon-
GC-Gehalt 60 % 65 % 65 % struktes wird die CpG-Zahl,
TpA-Anzahl 6 7 6 der CAI-Wert sowie der
Kloni Hind IV BamHI HindIIV BamHI Hind IV BamHI prozentuale Anteil der
onierung ni am n am n am Nukleotide Cytldln Und

Guanosin an der Gesamt-
sequenz (GC-Gehalt) angegeben. Zudem werden die Anzahl der TpA-Dinukleotide sowie die
flankierenden Restriktionsschnittstellen der Reportervarianten aufgefthrt.

C.3.2 Herstellung der verwendeten Reportergenkonstr  ukte
C.3.2.1 GFP (green-fluorescent-protein) als Transgen

Das CpG-freie Reportergen h_GFP 0 (Auftrag: E019) sowie die CpG-maximierte
Variante h_GFP 93 (Auftragsnummer: 040308) wurden synthetisch hergestellt
(siehe B.1.5) und unter Verwendung der Schnittstellen Hindlll/BamHI in die
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jeweiligen Expressionsvektoren integriert. Das Ausgangskonstrukt h_GFP 60
wurde von Helga Hofmann (AG Wagner, Regensburg) zur Verfiigung gestellt und
via PCR anhand der Amplifikationsprimer huGFP_pf/huGFP_pb (siehe F.1.1) mit
einer 5" Hindlll- sowie einer 3" BamHI-Schnittstelle versehen. Das erhaltene PCR-
Produkt wurde ebenfalls Hindlll/BamHI in die jeweiligen Expressionsvektoren
kloniert. Dabei wurden die GFP-Konstrukte fir transiente Expressionsanalysen in
die Basisvektoren pRS und pAS sowie in die modifizierten Basisvektoren pAS110°,
pASC, pAS_kana, pASC_DH und pASB_WDW eingesetzt (siehe C.2.2.1). Fur
stabile Expressionsexperimente wurden die Plasmide pc5, pc5 ATA, pc5 _AGA
sowie die Vektoren SYN_84, SYN_187, SYN_226 sowie SYN_CMV_DH (siehe
C.2.2.2) verwendet.

C.3.2.2 p24-Kapsidprotein von HIV-1 als Transgen

Die CpG-modifizierten Konstrukte h_p24 0 (Auftragsnummer: 03-501) sowie
h_p24 104 (Auftragsnummer: 040308) wurden synthetisch hergestellt, wahrend
die Ausgangssequenz h_p24 38 unter Verwendung der Oligonukleotide p24 pf
und p24_pb mittels PCR aus einem HIV-1 syngag Konstrukt (Graf et al., 2000)
amplifiziert wurde. Fur nachfolgende Klonierungen wurde zudem durch die Amplifi-
kationsprimer eine 5" Hindlll- sowie eine 3" BamHI-Schnittstelle an die Sequenz
angehangt. Zur transienten Expressionsanalyse wurden die Konstrukte h_p24 0,
h_p24 38 und h_p24 104 unter Verwendung der flankierenden Schnittstellen in die
Vektoren pRS, pAS, pAS110” sowie pASC (siehe C.2.2.1) eingefigt.

C.3.3 Zusammenfassung

Um den Einfluss von CpG-Dinukleotiden innerhalb des Leserahmens auf die
Regulation der Genexpression untersuchen zu kénnen, wurden zwei verschiedene
Reportergene hinsichtlich ihres CpG-Gehaltes modifiziert. Zum einen diente die
auf humane Kodonwahl optimierte Version des green-fluorescent-protein-Gens
(Zolotukhin et al., 1996) aus der Qualle Aequorea victoria als Transgen (60 CpG,;
C.3.1.1). Zum anderen wurde die kodierende Region des bereits friher auf
Expression in humanen Zellen optimierten p24-Kapsidproteins aus HIV-1 (Graf et
al., 2000) als Reporter verwendet (38 CpG; C.3.1.2). Multiparameter-Optimierung
und kunstlicher Genaufbau ermoglichten die Herstellung je einer im Vergleich zum
Ausgangskonstrukt (h_GFP 60 bzw. h_p24 38) CpG-reduzierten (h_GFP 0 bzw.
h_p24 0) sowie einer CpG-maximierten Version des Transgens (h_GFP 93 bzw.
h_p24 104). Eine Depletion des CpG-Gehaltes bei h_GFP 0 bzw. h_p24 0 fihrte
zu einer Verringerung der CpG-Zahl um 100%. Die Varianten h_GFP 93 (93 CpG)
bzw. h_p24 104 (104 CpG) wiesen dagegen im Vergleich zum Ausgangskonstrukt
einen um 55% bzw. 173% gesteigerten CpG-Gehalt auf. Dabei wurde die
Aminosauresequenz des jeweiligen Proteins durch die CpG-Modifizierungen, wie
der unter F.2.2 dargestellte Aminosauresequenzvergleich fur GFP bzw. p24 zeigt,
nicht verandert.
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Fur h_GFP 0 (CAI: 0,93) bzw. fur h_p24 0 (CAl: 0,95) fuhrte die Entfernung aller
CpG-Dinukleotide aus der kodierenden Region zu keiner erheblichen Anderung
der Kodongute. Eine Maximierung der CpGs innerhalb des Leserahmens erfolgte
jedoch sowohl fur h_GFP 93 (CAI: 0,84) als auch fir h_p24 104 (CAI: 0,76) auf
Kosten der Kodonwahl (sieh Tabelle C.10 bzw. C.11). Die Ausgangstransgene
h_GFP 60 (CAI: 0,96) bzw. h_p24 38 (CAI: 0,99) wurden PCR basiert generiert
und analog zu den modifizierten Varianten mit flankierenden singularen 5° Hindlll-
sowie 3" BamHI-Schnittstellen versehen. AnschlieRend wurden die jeweiligen
Transgene unter Verwendung eben dieser Enzyme in die jeweiligen
Expressionsvektoren eingesetzt. Ein Nukleinsaurevergleich der generierten
Reportergenvarianten ist unter F.2.1 gegeben. Tabelle C.12. charakterisiert die
einzelnen Transgenvarianten hinsichtlich ihrer verwendeten Klonierungs-
schnittstellen, ihres absoluten sowie auf das Ausgangstransgen bezogenen
relativen CpG-Gehalts. Zudem wird die Zahl muriner CpG-Motive aufgefihrt, die
der Basenpaarabfolge RRCpGYY entsprechen. Humane CpG-Motive, denen die
Sequenz GTCGTT zu Grunde liegt, sind in keiner der Transgenvarianten
vorhanden.

Reportergen- Singulare CpG- % CpG- Murine CpG-
varianten Schnittstellen Dinukleotide Dinukleotide Motive
h_GFP 0 Hindlll /BamHI 0 0

h_GFP 60 Hindlll /BamHI 60 100 1
h_GFP 93 Hindlll /BamHI 93 155 3
h_p24 0 Hindlll /BamHI 0 0

h_p24 38 Hind Il /BamHI 38 100 3
h_p24 104 Hindlll /BamHI 104 273 12

Tabelle C.12: Ubersicht iiber CpG-Gehalt bzw. CpG-Mo tive der verwendeten Reporter-
varianten. Weitere Informationen kénnen dem Text zu entnommen werden.

C.4 Transiente Expressionsstudien

In transienten Expressionsstudien wurden verschiedene Reportergene mit
modifiziertem CpG-Gehalt (siehe C.3.1) bzw. Vektoren unterschiedlicher CpG-
Zahl (siehe C.2.2.1) anhand ihrer Expressionsleistung verglichen. Dazu wurden
die Konstrukte in Doppelansatzen, wie in Kapitel B.2.3 beschrieben, in transiente
Transfektionen eingesetzt. AnschlieBend wurde die Reporteraktivitat des
verwendeten Transgens als Mal3 fur die Hohe der Genexpression bestimmit.

C.4.1 Vergleich der CpG-modifizierten Reportergenvar  ianten

Zu Beginn der Arbeit gab es Hinweise, dass die Expression eines Transgens
durch in der kodierenden Region gelegene CpG-Dinukleotide negativ beeinflusst
wirde (Yew et al., 2002). Um diese Frage zu adressieren, wurden die drei GFP-
Reportergenvarianten (siehe C.3.1.1) h_GFP 0, h_GFP 60 sowie h_GFP 93,
welche 0 CpG-, 60 CpG- bzw. 93 CpG-Dinukleotide aufwiesen, in den Vektor pAS
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(siehe C.2.2.1.2) kloniert. In einem weiteren Ansatz zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurden drei CpG-modifizierte p24-Reporterkonstrukte (siehe
C.3.1.2) h_p24 0, h_p24 38 und h_p24 104 in den CpG-reduzierten Vektor pAS
eingebracht. Nach transienter Transfektion von humanen Lungenkarzinomzellen
(H1299) mit den Reporterkonstrukten wurde die resultierende GFP-Aktivitat im
Durchflusszytometer (siehe B.3.3) bzw. die p24-Kapsidantigenproduktion im p24-
ELISA (siehe B.3.2) bestimmt. Fur GFP sind die Angaben der mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFI) aus drei unabhangigen Transfektionen in Abbildung
C.10A zusammengefasst, die p24-Konzentrationen drei unabhangiger Experimen-
te sind in Abbildung C.10B dargestellt. Die fiur die Ausgangskonstrukte h_ GFP 60
bzw. h_p24 38 ermittelte Reporteraktivitdt wurde als 100% festgesetzt.

100+

% MFI

% p24 Konzentration

CpG (0) CpG (60) CpG (93) CpG (0) CpG (38) CpG (104)
A GFP-Reportergenvarianten p24-Reportergenvarianten

(o8]

Abbildung C.10: Vergleich der CpG-modifizierten Rep  ortergenvarianten hinsichtlich ihrer
Transgenexpression. H1299-Zellen wurden mit GFP- bzw. p24-Reportervarianten transient trans-
fiziert. AnschlieBend wurde im Durchflusszytometer die GFP-vermittelte Autofluoreszenz (A) bzw.
im p24-ELISA die Menge des produzierten Kapsidantigens (B) bestimmt. Die jeweiligen MFIs bzw.
p24-Konzentrationen wurden dabei um die fir mock-transfizierte Zellen ermittelten Werte bereinigt.
Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus drei unabhéngigen Transfektionen, die mit zwei unter-
schiedlichen DNA-Praparationen durchgefuihrt wurden. Fir die transfizierten Konstrukte ist die
CpG-Zahl im Transgen sowie die resultierende Reporteraktivitat angegeben. (A) Expression der
GFP-Reporterkonstrukte h_GFP 0 (CpG 0), h_GFP 60 (CpG 60) und h_GFP 93 (CpG 93) im
Vektor pAS. (B) Expression der hinsichtlich ihres CpG-Gehaltes variierenden Reporterkonstrukte
h_p24 0 (CpG 0), h_p24 38 (CpG 38) sowie h_p24 104 (CpG 104) im Vektor pAS.

Wie aus Abbildung C.10A hervorgeht, fihrte eine Depletion der CpG-Dinukleotide
bei dem Konstrukt h_GFP 0 nicht zu einer Verbesserung der Reporterexpression,
sondern resultierte anders als erwartet in einer 50%-igen Verringerung der MFI.
Eine Maximierung des CpG-Gehaltes im Leserahmen der GFP-Variante
h_GFP 93 bewirkte jedoch keine weitere Erhohung der Transgenexpression,
sondern hatte eine Reduktion der MFI auf 62% zur Folge (Abbildung C.10A).
Damit lag die vom CpG-maximierten Konstrukt h_GFP 93 hervorgerufene
Reporteraktivitat zwischen der des CpG-freien (h_GFP 0) und der des
Ausgangskonstruktes mit 60 CpG-Dinukleotiden (h_GFP 60). Analog zu GFP kam
es bei Verwendung von p24 als Reporter fur die CpG-reduzierte Version h_p24 0
zu einer Verringerung der Reporteraktivitdt auf 40% (linker Balken, Abbildung
C.10B). Eine Maximierung des CpG-Gehaltes hingegen resultierte bei h_p24 104
in einer 87%-igen Steigerung der Antigenexpression auf 187% (rechter Balken,
Abbildung C.10B). Im Gegensatz zu GFP war bei Verwendung von p24 als
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Reporter eine klare Korrelation der im Leserahmen lokalisierten CpG-Anzahl und
der Hohe der gemessenen Reportergenexpression erkennbar (siehe Abbildung
C.10B). Inwieweit diese Korrelation durch das verwendete Vektorriickgrat
beeinflusst wird, wurde durch eine vergleichende Analyse unterschiedlicher
Kombinationen von Plasmid und Antigen untersucht.

C.4.2 Vergleich der Basisvektoren hinsichtlich ihre r Expressionsstarke

Aus der Literatur ist bekannt, dass im Promotorbereich (Deng et al., 2001; Agirre
et al., 2003) bzw. im Vektorrickgrat (Yew et al., 2002; Reyes-Sandoval et al.,
2004) lokalisierte CpG-Dinukleotide die Expression sowie die Immunogenitat eines
Vektors beeinflussen kénnen. Daher wurden drei Plasmide mit verringertem CpG-
Gehalt generiert und hinsichtlich ihrer Expressionsstarke in vitro mit einem
Referenzvektor pRS (164 CpG) verglichen. In die CpG-modifizierten Vektoren pAS
(83 CpG), pAS110” (77 CpG) und pASC (52 CpG) sowie in das Referenzkonstrukt
PRS (164 CpG) wurde das CpG-freie GFP-Reportergen h_GFP 0 einkloniert. Um
eine breitere Datengrundlage zu schaffen, wurde das 38 CpGs beinhaltende
h_p24 38-Konstrukt ebenfalls in die Vektorauswahl eingebaut. Mit den erhaltenen
Konstrukten wurden H1299-Zellen transient transfiziert. AnschlieRend wurde die
resultierende Reporteraktivitat fur GFP bzw. p24 quantitativ bestimmt. In
Abbildung C.11 werden die mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI) von GFP fir
die jeweiligen Vektorkonstrukte dargestellt, wobei die Mittelwerte aus 4 unabhangi-
gen Transfektionen gezeigt werden. Als Transgen wurde das CpG-freie GFP-Kon-
strukt verwendet, da dies eine relativ geringe Reportergenexpression zeigt (siehe
Abbildung C.10A) und daher selbst nach Steigerung der Expressionsraten nicht in
toxischer Konzentration vorliegen sollte. Die vom Referenzkonstrukt pRS hervor-
gerufene MFI wurde dabei auf 100% festgesetzt. Wie in Abbildung C.11 erkennbar
ist, sind alle generierten Vektoren funktionell und exprimieren GFP in vergleich-
barem MalRe wie das Referenzkonstrukt pRS. Innerhalb der CpG-reduzierten
Vektoren lassen sich nur geringe Unterschiede in der Transgenexpression fest-
stellen, was durch das geringe Expressionsniveau des gewdahlten Transgens be-
dingt sein kann. Dennoch ist bei Verwendung von h_GFP 0 die Tendenz erkenn-
bar, dass die kinstlich hergestellten Plasmide pAS und pAS110” im Vergleich zu
PRS eine erhdhte Transgenexpression aufweisen.

Abbildung C.11: Vergleich der CpG-reduzierten
Vektorriickgrate  hinsichtlich  ihrer h_GFP 0 Ex-
pression. H1299-Zellen wurden mit den im Text
beschriebenen Konstrukten (x-Achse) transient trans-
fiziert. AnschlieBend wurde im Durchflusszytometer die
GFP-vermittelte Autofluoreszenz (y-Achse) bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen
Transfektionen. Die MFI des Referenzkonstruktes wurde
mit 100% angenommen, zudem wurden die fir die
Vektorkonstrukte ermittelten MFI-Werte um die Autofluo-
reszenz mock-transfizierter Zellen bereinigt.

% MFI

pRS pAS pAS110° pASC
Vektoren
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Ein analoger Zusammenhang wurde auch fir das zweite untersuchte Testantigen
festgestellt (siehe Abbildung C.12). In der Abbildung ist fur die einzelnen Vektor-
konstrukte eine Ubersicht der produzierten p24-Konzentrationen dargestellt. Ange-
geben sind die Mittelwerte aus 8 unabhangigen Experimenten. Da H1299-Zellen
ausgehend von h_p24 38 noch eine mehr als 100%-ige Expressionssteigerung
des Kapsidantigens tolerieren (siehe Abbildung C.10B), wurde bei diesem Ansatz
h_p24 38 als Reportergen eingesetzt. Wie Abbildung C.12 zu entnehmen ist,
wurde bei allen untersuchten Vektoren eine Expression des p24-Kapsidantigens
nachgewiesen. Das Plasmid pASC (52 CpG) besitzt einen modifizierten CMV-
Promotor, der generell eine schwéachere Transgenexpression bedingt. Daher er-
klart sich die relativ geringe p24-Expression dieses Konstruktes. Analog zu GFP
wiesen die CpG-reduzierten Plasmide pAS (83 CpG) und pAS110° (77 CpG) die
hdchsten p24-Konzentrationen auf. Dies gibt einen Hinweis auf eine mogliche Be-
teiligung der im Vektor gelegenen CpG-Dinukleotide an der Regulation der Ex-
pression. In der Abbildung treten jedoch relativ groRe Standardabweichungen auf,
daher kann keine signifikante Aussage getroffen werden. Genauere Untersuchun-
gen des CpG-Einflusses auf die Transgenexpression wurden daher in stabilen Ex-
pressionsanalysen durchgefihrt (siehe C.5).

Abbildung C.12: Vergleich der CpG-reduzierten
Vektorriickgrate  hinsichtlich  ihrer h_p24  38-
Transgenexpression. H1299-Zellen wurden mit den im
Text beschriebenen Konstrukten (x-Achse) transient
transfiziert. Anschlie@end wurde im p24-ELISA die
Menge des p24-Kapsidantigens (y-Achse) bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Transfektionen. Die p24-Konzentration des Referenz-
konstruktes wurde dabei als 100% festgesetzt. Zudem
wurden die fUr die Vektorkonstrukte ermittelten p24-Kon-
_ zentrationen um die fir mock-transfizierte Zellen detek-
PAS pA tierten Werte bereinigt.

% p24 Konzentration

Vektoren

Zusatzlich zu den verwendeten Genvarianten (h_GFP 0 bzw. h_p24 38) wurden
h GFP 60 bzw. h_p24 0 als Reporter in die jeweiligen Vektoren eingesetzt. In
transienten Experimenten wurden die GFP- bzw. p24-Reporterkonstrukte an-
schlieRBend hinsichtlich ihrer Transgenexpression verglichen. In Ubereinstimmung
mit den unter C.4.1 generierten Daten war fir alle CpG-freien Konstrukte unab-
hangig vom Vektorrickgrat eine schwachere Reporteraktivitat als fur ihre CpG-
haltigen Pendents festzustellen (Daten nicht gezeigt). Da fur unabhangige Anti-
gene ein Zusammenhang zwischen CpG-Gehalt des Vektors und Expressions-
starke zumindest im Ansatz gezeigt werden konnte, ist es naheliegend, den
Einfluss weiterer CpG-Reduktionen im Vektorriickgrat zu untersuchen. Die Veran-
derung der Plasmidsequenz in regulatorischen Vektorbereichen kann allerdings
deren Funktionalitat erheblich beeintrachtigen. Daher wurden weitere, im Rahmen
dieser Arbeit generierte CpG-freie Vektorelemente zunachst auf ihre Funktionalitét
hin untersucht.
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C.4.3 Funktionalitat weiterer CpG-freier Vektorelem ente

C.4.3.1 pAS mit Kanamycinresistenzkassette

Ausgehend vom Vektor pAS (83 CpG) wurde das Plasmid pAS kana (83 CpG)
entwickelt, welches Kanamycinresistenz vermittelt. Das Konstrukt ist ein geeigne-
ter Kandidat fur humane Applikationen, da die Bildung von Ampicillinresistenzen,
welche die Wirksamkeit bestimmter Medikamente einschranken, verhindert wird.
In transienten Experimenten wurde das Plasmid pAS_kana hinsichtlich Funktiona-
litat und resultierender Expressionshthe analysiert. Dabei wurde das CpG-
depletierte h_GFP 0-Konstrukt als Reporter gewahlt, weil es wie aus Abbildung
C.10A hervorgeht im Vergleich zu h_GFP 60 eine geringe mittlere Fluoreszenz-
intensitadt (MFI) induziert. So wurde gewahrleistet, dass eine Steigerung der
Expression mdglich war, und keine toxischen Effekte vermittelt wurden. In Abbil-
dung C.13 werden die MFIs der beiden Vektorkonstrukte gegentbergestellt, wobei
die Mittelwerte aus 3 unabhéngigen Transfektionen gezeigt werden. Demnach ist
der Vektor pAS_kana funktionell und exprimiert das gewiinschte Transgen doppelt
so gut wie das Plasmid pAS, dessen GFP-Reportergenaktivitat mit 100%
angesetzt wird.

Abbildung C.13: Funktionalitit des CpG-redu-

230 zierten Vektors p AS_kana. H1299-Zellen wurden
200 mit pAS- bzw. pAS_ kana-Expressionskonstrukten
transient transfiziert (x-Achse). AnschlieBend wurde

T 150 in FACS-Analysen die GFP-vermittelte Autofluores-
= zenz (MFI) des h_GFP 0-Reporters bestimmt (y-
X 1004 Achse). Die fir die Vektoren ermittelten MFI-Werte
wurden um die Autofluoreszenz mock-transfizierter

301 Zellen bereinigt. In der Graphik sind die Mittelwerte

o aus drei unabhangigen Transfektionen dargestellt,

wobei eine DNA-Charge verwendet wurde. Die
Reporteraktivitédt des Vektors pAS wurde dabei als
Vektoren 100% angenommen.

C.4.3.2 Expressionsstarke verschiedener CpG-freier BGH P(A)-Signale in pAS

Ausgehend vom Vektor pAS (83 CpG) wurden 5 Plasmide generiert, deren
Sequenz analog zu pAS ist, aber anstelle des herkdmmlichen Polyadenylierungs-
signals (3 CpG) je eine CpG-freie Variante des BGH P(A)-Signals (siehe
C.2.1.1.6) enthalt. Um die Funktionsfahigkeit dieser Konstrukte zu Uberprtfen bzw.
sie hinsichtlich ihrer Antigenproduktion einstufen zu kdnnen, wurden pAS_ATA,
pPAS_AGT, pAS_ATT, pAS_AAA sowie pAS_AGA (80 CpG) in transienten Trans-
fektionsstudien mit H1299-Zellen untersucht. Dabei steht in der Dreierkombination
XXX der Buchstabe X fur die Einfihrung der Base X anstelle eines C oder G, was
im P(A)-Signal die Zerstorung des jeweiligen CpG-Dinukleotides zur Folge hat. Als
Reporter diente das im Durchflusszytometer nachweisbare GFP, wobei aus unter
C.4.2.1 beschriebenen Grinden die h_GFP O-Variante verwendet wurde.
Abbildung C.12 zeigt die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) fur die 5 Konstrukte,
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wobei der aus 3 Transfektionen errechnete Mittelwert dargestellt ist. Die MFI des
als Positivkontrolle dienenden Vektors pAS wurde mit 100% angesetzt. Wie aus
der Darstellung entnommen werden kann, wiesen alle funf Konstrukte
Reporteraktivitat auf. Die CpG-freien BGH P(A)-Versionen ATA, AGT sowie ATT
exprimierten GFP in geringerem Mal3e als das konventionelle BGH P(A)-Signal,
wahrend die Variante AAA eine vergleichbare GFP-Produkton zeigte wie die
Positivkontrolle. Die Verwendung von BGH_AGA fuhrte in transienten
Experimenten zu einer etwa 70%-igen Erhdhung der Expressionsleistung (siehe
Abbildung C.14). Die Ergebnisse transienter Studien werden jedoch von einer
Vielzahl an Faktoren wie z.B. der verwendeten DNA-Charge, den
Transfektionsbedingungen und dem Zustand der transfizierten Zellen beeinflusst.
Aus diesem Grund wurden die zwei CpG-freien Varianten BGH_ATA und
BGH_AGA in stabilen Expressionsstudien (siehe C.5) weiter untersucht, in denen
die erwahnten Faktoren keine Rolle spielen. Zusatzlich zu CpG-freien BGH P(A)-
Signalen wurden auch CpG-depletierte CMV-Promotorvarianten in transienten
Experimenten analysiert (siehe C.4.3.3).

Abbildung C.14: Expressionsstarke verschiedener CpG -freier BGH P(A)-Signale bei Ver-
wendung von h_GFP 0 als Transgen
H1299-Zellen wurden mit den Konstrukten
pASB_ATA, pASB_AGT, PpASB_ATT,

2509 pASB_AAA sowie pASB_AGA transient
2004 transfiziert (x-Achse). AnschlieBend wurde

_ in FACS-Analysen die GFP-vermittelte MFI
% 1504 des h_GFP O0-Reporters bestimmt (y-
° 100 Achse). Alle ermittelten MFI-Werte wurden
° dabei um die Autofluoreszenz mock-trans-
504 fizierter Zellen bereinigt. Die Expressions-
leistung des Vektors pAS, welcher das

0~ herkdmmliche BGH P(A)-Signal beinhaltet,

X ANIS e wurde als 100% angenommen. Dargestellt

an ‘;\‘?* ‘?O ‘76 gy ‘?O sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen
Konstrukte Transfektionen, wobei zwei verschiedene

DNA-Chargen verwendet wurden.

C.4.3.3 Expressionsstarke verschiedener CpG-freier CMV-Promotoren in pAS

Die CpG-depletierten Promotoren CMV_A bis CMV_F (siehe C.2.1.1.5) wurden in
den Vektor pAS (83 CpG) eingesetzt, welcher h_GFP 0 als Reportergen
beinhaltete. Als Positivkontrolle fur transiente Expressionsstudien wurde der her-
kommliche CMV-Promotor, der zu den starksten, derzeit bekannten viralen
Promotoren zahlt (Loser et al., 1998), in das Plasmid pAS integriert. Die so erhal-
tenen Konstrukte wurden, wie in Kapitel C.4.3.2 beschrieben, in transienten Trans-
fektionsexperimenten mit H1299-Zellen hinsichtlich ihrer Expressionsleistung ver-
glichen. Abbildung C.15 gibt eine Ubersicht tiber die von den einzelnen Promoto-
ren hervorgerufene Reporteraktivitdt (MFI). Es ist fur jedes Konstrukt der Mittel-
wert aus 4 unabhangigen Transfektionen angegeben, wobei die fur den konventio-
nellen CMV-Promotor ermittelte MFI gleich 100% gesetzt wurde. Aus Abbil-
dung C.15 geht hervor, dass alle CpG-depletierten CMV-Promotoren (CMV_A bis
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CMV_ F) GFP exprimierten, wenn auch in erheblich geringerem MalRe als die
Positivkontrolle (CMV). Schwankungen in den einzelnen Transfektionsexperimen-
ten (siehe C.4.3.2) erschwerten jedoch einen direkten Vergleich der Promotor-
varianten. Daher wurde eine quantitative Analyse der Promotorstarken in stabilen
Expressionsexperimenten (siehe C.5) durchgefihrt.

Abbildung C.15: Expressionsstarke verschiedener CpG -freier CMV-Promotoren bei
Verwendung von h_GFP 0 als Transgen
H1299-Zellen wurden mit den im Text be-
schriebenen Konstrukten transient trans-
fiziert (x-Achse). Anschlie3end wurden die
Plasmide pASC_A (A) bis pASC_F (F),
welche CpG-depletierte Versionen des
CMV-Promotors beinhalten, hinsichtlich
ihrer h_GFP 0 Reporterexpression mit dem
Vektor pAS (CMV) verglichen, der den her-
kdmmlichen CMV-Promotor enthalt. Alle
ermittelten MFI-Werte wurden um die Auto-
fluoreszenz mock-transfizierter Zellen be-
reinigt (y-Achse). Dargestellt sind die
A B C D Mittelwerte aus vier unabhéngigen Trans-

Konstrukte fektionen, wobei zwei verschiedene DNA-
Chargen verwendet wurden.

% MFI

C.4.4 Zusammenfassung

Um den Einfluss von im Transgen lokalisierten CpG-Dinukleotiden auf die Antigen-
expression zu untersuchen, wurden je drei sich hinsichtlich ihres CpG-Gehaltes
unterscheidende GFP- bzw. p24-Genvarianten generiert und in transienten
Experimenten analysiert. Anders als erwartet wurde eine erhéhte Expression des
CpG-haltigen Konstruktes im Vergleich zum CpG-freien Transgen festgestellt.
Eine Maximierung der CpG-Zahl auf 104 CpGs fuhrte bei dem Konstrukt
h_p24 104 zu einer weiteren Steigerung der p24-Konzentration. Somit korrelierte
die Zahl der in der kodierenden Region gelegenen CpG-Dinukleotide positiv mit
der Hohe der gemessenen Reporteraktivitat (siehe C.4.1). Dartiber hinaus wurde
der Einfluss von im Vektorriickgrat vorkommenden CpG-Dinukleotiden auf die
GFP- bzw. p24-Reporteraktivitdat untersucht. Dazu wurden die drei CpG-
reduzierten Plasmide pAS (83 CpG), pAS_110" (77 CpG) sowie pASC (52 CpG)
hinsichtlich ihrer Funktionalitdt und Expressionsleistung mit einem Referenzvektor
PRS (164 CpG) verglichen. Alle untersuchten Plasmidkonstrukte exprimierten das
gewunschte Transgen, wobei die CpG-reduzierten Vektoren pAS und pAS_110°
tendenziell eine starkere p24- bzw. GFP-Expression aufwiesen (siehe C.4.2).
Zudem wurden mehrere CpG-freie Vektorelemente im Kontext des Vektors pAS
auf Funktionsfahigkeit und Expressionsstarke untersucht. Dabei zeigte sich, dass
das Plasmid pAS kana, das ein CpG-freies Kanamycinresistenzgen besitzt, zu
einer hoéheren Transgenproduktion fihrte als pAS (siehe C.4.3.1). Alle unter
C.2.1.1.7 beschriebenen CpG-freien BGH P(A)-Versionen exprimierten im pAS-
Vektorkontext das gewinschte GFP-Reportergen, wobei die Variante BGH_AGA
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die beste Expression zeigte (siehe C.4.3.2). Auch die CpG-depletierten CMV-
Promotorvarianten CMV_A bis CMV_F wurden in transienten Promotorstudien hin-
sichtlich ihrer GFP-Reporteraktivitat verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass alle
CpG-freien CMV-Versionen das green-fluorescent-protein exprimierten, wenn
auch in erheblich geringerem Mal3e als der herkémmliche CMV-Promotor (siehe
C.4.3.3). Zur Verifizierung der in transienten Studien generierten Daten sowie zum
Erhalt quantitativer Vergleichswerte wurden nachfolgend stabile Expressions-
analysen (siehe C.5) durchgefuhrt.

C.5 Stabile Expressionsstudien

Fur eine schnelle Etablierung und Selektion von stabilen rekombinanten Zellen
wurde das unter B.1.3.1 erlauterte Flp-In System (Invitrogen) verwendet. Ein
wesentlicher Vorteil dieses Systems besteht in einer gerichteten Integration einer
Kopie des Transgens in einen definierten Lokus der Zielzelle. Diese Technologie
bietet damit die besten Voraussetzungen fir einen quantitativen Vergleich ver-
schiedener Transgenvarianten hinsichtlich ihrer Expressionsleistung, da physiolo-
gische und genetische Faktoren der Zielzelle weitestgehenst identisch sind. So
lassen sich im Gegensatz zu transienten Studien auch geringfligige Unterschiede
in der Expressionshohe einzelner Konstrukte reproduzierbar nachweisen. Die
Bildung von Spontanresistenzen gegenuber dem eukaryontischen Selektions-
marker Hygromycin fuhrte zur Etablierung stabiler mock-transfizierter Zelllinien,
die als Negativkontrollen dienten.

C.5.1 Vergleich der CpG-freien GFP-Reportervariante mit dem Ausgangs-
konstrukt

In transienten Expressionsexperimenten wurde fur die Reporterkonstrukte
h_GFP 0 und h_GFP 60 eine positive Korrelation von CpG-Gehalt im ORF und
gemessener Reporteraktivitat festgestellt (siehe Abbildung C.10A). Eine
quantitative Untersuchung der beiden Transgene hinsichtlich ihrer Antigenproduk-
tion erfolgte anschlieRend in stabilen Expressionsanalysen unter Verwendung des
Flp-In Systems™ (siehe B.1.3.1). Dabei wurden zwei unterschiedliche Saugetier-
zelllinien verwendet, um eine fundierte Datengrundlage zu schaffen. Wie unter
B.2.4 Dbeschrieben, wurden stabil transfizierte CHO- sowie 293T-Zelllinien
hergestellt und auf mehr als 99% positive Zellen selektioniert. In diesen Zellen
befand sich je eine Kopie des Transgens h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 in genetisch
identischer Umgebung unter der Kontrolle des eukaryontischen CMV-Promotors.
Unterschiede in der Expression der GFP-Reporterkonstrukte waren daher auf
Verdnderungen in der kodierenden Region zurtckzufiihren. Zun&chst wurden
polyklonale Ansatze der stabilen CHO- bzw. 293T-Zelllinien im Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet. Analog zu den transienten Daten war bei beiden Zelltypen
fur das CpG-freie Konstrukt h_GFP 0 eine erhebliche Reduktion der GFP-vermit-
telten Fluoreszenz erkennbar (Abbildung C.16 b und d). In 293T-Zellen war fur die
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beiden Reportergenvarianten zudem ein gréfRerer Unterschied der Autofluores-
zenz erkennbar als in CHO-Zellen.

Abbildung C.16: Fluoreszenzanalyse der stabil GFP e xprimierenden CHO- sowie 293T-
Zelllinien. Wie unter B.2.4
h_GFP 60 h_GFP O beschrieben, wurden stabil
h GFP60 (a und c) bzw.
h_GFP 0 (b und d) exprimie-
rende CHO- sowie 293T-Zel-
CHO-Zellen len etabliert. Nach Selektion
wiesen beiden Zellpopulatio-
nen mehr als 99% positive,
GFP exprimierenden Zellen
auf. Aufnahmen der rekom-
binanten CHO- bzw. 293T-
Zellen sind in Teilabbildung a
und b bzw. ¢ und d darge-
stellt. Fur die Aufnahmen
wurde eine Belichtungszeit
von 2 sec und eine Blende
von 2,8 gewabhlt.

293T-Zellen

Da fiur einen Abfall der GFP-Reporteraktivitat auch die Instabilitdt des
vermittelnden Proteins verantwortlich sein kann, wurden zuséatzlich Western Blot-
Analysen mit den polyklonalen Konstrukten h_GFP 60 und h_GFP 0 sowie je zwel
monoklonalen Ansatzen (siehe unten) dieser Konstrukte durchgefuhrt (siehe
Abbildung C.17). Der Proteinnachweis per Western Blot bestétigte die Daten der
Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen (siehe Abbildung C.16), wonach das CpG-
haltige Transgen eine erhdhte Reporteraktivitat zeigte. Fur beide Genvarianten
wurde in stabilen CHO-Zellen GFP (27 kDa) in seiner vollen Lange nachgewiesen,
Unterschiede in der Prozessierung oder proteolytischen Degradation waren nicht
detektierbar.

A 1 2 3 4 5 6 7 B 1 2 3
25 kD= ~~ Smes s @ | € GFP 25 kD= — | —GFP
mock h_GFP 0 h_GFP 60 mock GFP 0 GFP 60
CHO Zellen 293T Zellen

Abbildung C.17: Western Blot-Analyse der stabil GFP exprimierenden CHO- bzw. 293T-
Zelllinienen. Wie unter B.2.4 beschrieben wurden stabil h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimierende
CHO- (A) sowie 293T-Zellen (B) etabliert. Nach Selektion wiesen beiden Zellpopulationen mehr als
99% positive, GFP exprimierenden Zellen auf. In Western Blot-Analysen wurde das green fluores-
cent protein anschlieRend mit dem polyklonalen A.v. Peptide Antibody aus Kaninchenserum nach-
gewiesen und uber AP-Féarbung detektiert. (A) Aufgetragen wurde Gesamtprotein mock-transfizier-
ter Zellen (Spur 1), monoklonaler (Spur 2 und 3) sowie polyklonaler h_GFP 0 exprimierender
Zellen (Spur 4) sowie monoklonaler (Spur 5 und 6) und polyklonaler (Spur 7) h_GFP 60 produzie-
render Zellen. (B) Aufgetragen wurde Gesamtprotein mock-transfizierter Zellen (Spur 1),
polyklonaler h_GFP 0 exprimierender Zellen (Spur 2) sowie polyklonaler h_GFP 60 produzierender
Zellen (Spur 3).
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Zur Uberpriufung der Funktionalitat und Verlasslichkeit des Flp-In Systems wurden
je 20 monoklonale CHO-Zellklone fiir die untersuchten Konstrukte etabliert und
deren genomische DNA in Gradienten-PCR-Experimenten (siehe B.1.4.2) mit den
Primern FRT_pf und FRT_pb (siehe F.1) analysiert. Zusatzlich wurde die
Proteinexpression der Klone in FACS-Experimenten und im Fluoreszenzmikros-
kop untersucht. Dabei zeigten alle Klone den selben genetischen Hintergrund und
wiesen identische Reporteraktivitdten auf (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse
bestatigten die Anwendungsrelevanz und die hohe Reproduzierbarkeit dieses Re-
kombinationssystems. Daher wurde das System nachfolgend fir quantitative
Untersuchungen der Expressionsleistung verwendet.

C.5.2 Langzeitexpressionsanalyse der GFP-Reporterkon  strukte

In der Literatur wird beschrieben, dass eine Methylierung von CpG-Dinukleotiden
einen reprimierenden Effekt auf die Genexpression in Vertebraten hat und zu
einem Abschalten der Genexpression fuhren kann (Bestor, 2000; Hisano et al.,
2003). Analog dazu sollten CpG-freie Konstrukte langer und besser exprimiert
werden (Chevalier-Mariette et al., 2003). In stabilen Langzeitexpressionsanalysen
wurde diese Fragestellung anhand der Reporterkonstrukte h_GFP 60 und
h_GFP O adressiert. Nach Etablierung von rekombinanten 293T- bzw. CHO-
Zelllinien (siehe C.5.1) wurde die Expression monoklonaler sowie polyklonaler
Reporterkonstrukte Uber einen Zeitraum von 16 Monaten durch regelmaliige
Messung der GFP-vermittelten griinen Autofluoreszenz bestimmt. Die Angaben
der mittleren Fluoreszenzintensitaten sind in Abbildung C.18A (293T-Zellen) und
C.18B (CHO-Zellen) zusammengefasst. Die h_GFP 60 Expression konnte uber
den gesamten Messzeitraum in beiden Zelllinien relativ konstant mit einer
mittleren Fluoreszenzintensitat von 800 (293T) bzw. 700 (CHO) nachgewiesen
werden. Das CpG-reduzierte h_GFP 0 Konstrukt zeigte ebenfalls eine Uber den
gesamten Zeitraum nachweisbare Reporteraktivitat. Die mittlere Fluoreszenzinten-
sitdt war jedoch verglichen mit dem h_GFP 60 Konstrukt um den Faktor 10-20
(293T) bzw. 6-9 (CHO) verringert. Diese Ergebnisse stimmen mit den transienten
(siehe C.4.1) sowie den unter C.5.1 generierten Daten Uberein. Auch bei den
Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen (C.5.1, Abbildung C.16) war fir 293T Zellen
ein groRerer Unterschied in der GFP-Autofluoreszenz der Konstrukte zu erkennen.
Somit resultierte eine Elimierung der in der kodierenden Region lokalisierten CpG-
Dinukleotide in dieser Arbeit nicht in einer erh6hten oder dauerhafteren Protein-
expression, sondern hatte eine Reduktion der Reporteraktivitat zur Folge. Welche
Auswirkung dartber hinaus eine CpG-Reduktion des Vektorriickgrates auf die
Transgenexpression bewirkt, wurde nachfolgend im stabilen Expressionssystem
untersucht.
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Abbildung C.18: Langzeitexpressionsanalyse der stab il GFP exprimierenden CHO- bzw.

293T-Zellen. Wie unter B.2.4 beschrieben wurden stabil h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimierende
CHO- sowie 293T-Zellen etabliert. Zusatzlich zu den polyklonalen CHO-Zellpopulationen wurden
mehrere monoklonale CHO-Zelllinien generiert. Die h_ GFP 60 bzw. h_GFP 0 Expression der poly-
klonalen sowie zweier monoklonaler Zelllinien wurde Uber einen Zeitraum von 15 Monaten durch
regelmalige Messung der GFP-vermittelten Autofluoreszenz in einem Durchflusszytometer
bestimmt. Die Angaben der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) fur die jeweiligen Konstrukte sind
in Abbildung A (CHO-Zellen) und B (293T-Zellen) zusammengefasst. Eine Zuordnung der Kon-
strukte kann der Legende enthommen werden. (A) Neben polyklonalen h_ GFP 60 bzw. h GFP 0
CHO-Zellklonen (griner bzw. roter Kurvenverlauf) wurden auch je zwei Zelllinien monoklonalen
Ursprungs (turkiser bzw. blauer Kurvenverlauf) exemplarisch im Langzeitexperiment untersucht.
(B) Dargestellt ist der Verlauf der h_GFP 60 (griner Kurvenverlauf) bzw. h_GFP O (roter Kurven-
verlauf) Langzeitexpression in 293T-Zellen.

C.5.3 Etablierung eines CpG-reduzierten modularen Ve  ktorriickgrates fur
stabile Expressionsanalysen

Zur Klarung der Frage, ob im Vektorrickgrat befindliche CpG-Dinukleotide einen
Einfluss auf die stabile Expressionsleistung eines Vektors ausuben, wurden
ausgehend von dem kéuflichen Vektor pc5 mehrere CpG-reduzierte Plasmide
generiert (siehe C.2.2.2). Der Vektor SYN_84, der eine CpG-freie Version der
Hygromycinresistenzkassette beinhaltet, das Plasmid SYN_187, bei dem nur der
fur die Resistenz kodierende Bereich CpG-depletiert ist, sowie der Vektor
SYN_226, dessen Hygromycinresistenzkassette analog zum pc5 ist, wurden
zunachst in stabilen Expressionsanalysen auf ihre Funktionalitat untersucht. Als
Reporterkonstrukt diente dabei die CpG-freie Version des Reportergens h_GFP 0.
Nach Selektion und Etablierung stabiler CHO-Zelllinien (siehe B.2.4) wurde die
Reporteraktivitat der einzelnen Vektorkonstrukte im Durchflusszytometer gemes-
sen. Als signifikant positive GFP Expression wurde dabei eine MFI von mehr als
10 gewertet. Wie aus der Darstellung C.19A hervorgeht, vermittelten die Plasmide
SYN_85 und SYN_187 keine GFP-Expression, obwohl sie sich in transienten
Experimenten als funktionell erwiesen (Daten nicht gezeigt). Das Konstrukt
SYN_226 hingegen erreichte eine GFP-Expression von 142 MFI. Verglichen mit
dem Ausgangsvektor pc5 (MFI: 93) fuhrte die Verwendung von SYN_226 zu einer
Expressionssteigerung von ca. 50% (siehe Abbildung C.19B).
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Abbildung C.19: Vergleich verschiedener CpG-reduzie  rter Vektorriickgrate hinsichtlich ihrer
h_GFP 0 Expression im stabilen Expressionssystem. Fur stabil h_GFP 0 exprimierende CHO-
Zellen wurde nach 4-wdchiger Selektion die fur das jeweilige Vektorriickgrat erreichte h_GFP O-
Reporteraktivitat detektiert. (A) Dargestellt ist die h_GFP 0 Expression des Vektors SYN84
(olivgriine Kurve), des Vektors SYN187 (schwarze Kurve) sowie des Vektors SYN226 (hellgriine
und dunkelgrine Kurve). (B) Gezeigt wird die h_GFP 0 Expressionsleistung des Plasmides
SYN226 (dunkelgriine Kurve) im Vergleich zum Vektor pc5 (rote Kurve). Mock-transfizierte Zellen,
welche spontane Hygromycinresistenz entwickelten, dienten als Negativkontrolle (schwarze
Kurve). Auf der y-Achse ist die Zellzahl, auf der x-Achse die fir das jeweilige Konstrukt ermittelte
MFI dargestellt.

Um zu untersuchen, ob das CpG-reduzierte Vektorrtickgrat auch tber langere Zeit
hinweg zu einer verbesserten Transgenexpression fihrt, wurden die Konstrukte
SYN_226 sowie pc5 uUber einen Zeitraum von 26 Wochen hinsichtlich ihrer
h_GFP 0 Reporteraktivitat untersucht. Uber den gesamten Zeitraum konnte fiir
SYN_226 die GFP-vermittelte Reporteraktivitdt mit einer durchschnittlichen MFI
von 156 gemessen werden, wahrend sich fur den pc5 ein MFI-Mittelwert von 118
ergab (siehe Abbildung C.20). Dies entspricht einer um 32% erh6hten Expression
gegenuber dem kauflichen Vektor pc5. In Ubereinstimmung mit Daten aus tran-
sienten Studien resultierte auch im stabilen Expressionssystem die Verwendung
eines CpG-reduzierten Vektors in einer Expressionssteigerung im Bezug auf das
Ausgangskonstrukt. Um den fur Vektorriickgrat und Transgen auf Proteinebene
beobachteten CpG-Effekt detaillierter zu untersuchen, wurden weitere CpG-modifi-
zierte Vektorelemente generiert und hinsichtlich ihrer Funktionalitat und Ex-
pressionsleistung charakterisiert.

Abbildung C.20: GFP Langzeitexpression des Vektors SYN226 (226 CpG) und des Plasmides
pcDNAS/FRT (337 CpG). Unter
300- Verwendung der im  Text
1 —— SYN226 (226 CpG) beschriebenen Plasmide wurden
207 —=—pc5 (336 CpG) stabile h_GFP 0 exprimierende
2004 CHO-Zellen etabliert. Die mehr

T 150 als 99% positiven, GFP exprimie-
= renden Zellen wurden Uber einen
1007 Zeitraum von 26 Wochen hin-

50- sichtlich ihrer Transgen-
N expression (MFI) im
0 5 10 15 20 25 20 Durchflusszytometer untersucht.
Zeitpunkt nach Transfektion (Wochen) Eine Zuordnung der Konstrukte
kann der Legende entnommen
werden.
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C.5.4 Funktionalitat weiterer CpG-modifizierter Vekt  orelemente

Da der CpG-Effekt sowohl in CHO-Zellen als auch in 293T-Zellen nachgewiesen
wurde (siehe Abbildung C.16, C.17 und C.18), wurden zur Untersuchung weiterer
CpG-freier Vektorkomponenten ausschliel3lich CHO-Zellen verwendet, welche
schnell und effizient transfiziert werden konnten.

C.5.4.1 Expression einer CpG-maximierten GFP-Variante

Zur Erweiterung des existierenden Konstruktpanels h_GFP 0 und h_GFP 60
wurde eine CpG-maximierte Version h_GFP 93 in stabile Expressionsexperimente
eingesetzt. In rekombinanten CHO-Zellen wurden die drei GFP-Konstrukte
schlie3lich hinsichtlich ihrer resultierenden Reporteraktivitdt im Fluoreszenz-
mikroskop (Abbildung C.21) bzw. im Durchflusszytometer (Abbildung C.22) analy-
siert. Analog zu den unter C.5.1 generierten Daten war im FM fir die Konstrukte
h_GFP 0 und h_GFP 60 eine Korrelation von CpG-vermittelter Autofluoreszenz
und CpG-Gehalt im ORF erkennbar. Auch in stabilen Zellen fuhrte die Verwen-
dung von h_GFP 93 als Transgen jedoch verglichen mit dem Ausgangskonstrukt
nicht zu einer weiteren Expressionssteigerung (siehe Abbildung C.21).

h_GFP 0 h_GFP 60 h_GFP 93

CHO-Zellen

Abbildung C.21: Fluoreszenzanalyse der GFP Expressi  on verschiedener CpG-modifizierter
Reporterkonstrukte in stabilen CHO-Zelllinien. Wie unter B.2.4 beschrieben wurden stabil
h_ GFP 0O (a), h_GFP 60 (b) bzw. h_GFP 93 (c) exprimierende CHO-Zelllinien etabliert. Nach
Selektion wiesen alle Zellpopulationen mehr als 99% positive, GFP exprimierenden Zellen auf. Fir
die Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen wurde eine Belichtungszeit von 0,1 sec und eine Blende
von 8,0 gewabhlt.

Diesen Zusammenhang spiegelten auch die Daten der FACS-Analyse wieder
(siehe Abbildung C.22). Fir das 60 CpGs enthaltende Transgen (MFI: 745) war
dabei eine 8-fache Expressionssteigerung im Vergleich zur CpG-freien Version
(MFI: 93) feststellbar. Bezogen auf h_GFP 60 wies das Konstrukt h_ GFP 93 (MFI:
494) dagegen nur zwei Drittel der Reporteraktivitdt auf. Diese reproduzierbar ge-
nerierten Daten stimmen mit den unter C.4 erhaltenen Ergebnissen aus transien-
ten Expressionsstudien Uberein und implizieren einen generellen Mechanismus
der CpG-basierten Modulation der Transgenexpression. Da auch fir den CpG-Ge-
halt im Vektorrickgrat ein Einfluss auf die Antigenproduktion gezeigt werden
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konnte (siehe C.5.3), sollten auch regulatorische Vektorkomponenten wie z.B. das
Polyadenylierungssignal hinsichtlich inres CpG-Gehaltes minimiert werden.

Abbildung C.22: Vergleich der GFP Expression
CpG-modifizierter Reporterkonstrukte im stabilen

28

—] mock Expressionssystem (FACS-Daten). Wie unter B.2.4
CpG (93) beschrieben wurden stabil h_GFP 0 (roter Graph),
h_GFP 60 (glner Graph) bzw. h_GFP 93 (blauer

Graph) exprimierende CHO-Zelllinien etabliert. An-
schlieRend wurde fir das jeweilige Transgen die
h_GFP 0-Reporteraktivitat im FACS gemessen. Als Ne-
gativkontrolle  wurden  mock-transfizierte  Zellen
(schwarzer Graph) verwendet, welche spontane
O B T Hygromycinresistenz entwickelten. Auf der y-Achse ist
die Zellzahl, auf der x-Achse die fir das jeweilige
Konstrukt ermittelte MFI dargestellt.

oG (0) ‘ CpG (60)

Zellzahl

C.5.4.2 Expressionsstarke verschiedener CpG-freier BGH P(A)-Signale im pc5

Zwei in transienten Experimenten auf ihre Funktionsfahigkeit getestete CpG-freie
P(A)-Signalvarianten BGH_AGA und BGH_ATA (siehe Abbildung C.14) wurden in
stabilen Expressionsstudien hinsichtlich ihrer h_GFP 0 Expression untersucht. Ziel
war es dabei, die modifizierten BGH P(A)-Varianten sowie das herkdmmliche
SV40-Polyadenylierungssignal hinsichtlich ihrer resultierenden Transgenex-
pression zu vergleichen. Aus diesem Grund wurden BGH_AGA und BGH_ATA
sowie das SV40-Signal wie unter C.2.2.2.2 beschrieben in den Vektor pc5 kloniert,
der h_GFP 0 als Transgen beinhaltete. Als Positivkontrolle diente dabei der Vektor
pc5/h_GFP 0, der das unverdnderte BGH-Polyadenylierungssignal enthalt. Mit
den beschriebenen Konstrukten wurden rekombinante CHO-Zelllinien generiert,
deren MFI als MalR fir die Genexpression im Durchflusszytometer bestimmt
wurde. Wie aus Abbildung C.23 hervorgeht, exprimierte die Variante BGH_ATA
(Verteilung 3) mit einer MFI von 94 das Transgen mindestens so gut wie die
Positivkontrolle (MFI: 93, Verteilung 4). Eine Verwendung des BGH_AGA-Kon-
struktes (MFI: 71, Verteilung 2) hingegen, resultierte in einer Verringerung der MFI
auf 76%. Die vom SV40 P(A)-Signal (MFI: 38, Verteilung 1) hervorgerufene
Reporteraktivitat betrug nur noch 41% der Positivkontrolle. Analog zu den unter
C.5.3 gewonnenen Daten zeigte das herkdbmmliche BGH-Polyadenylierungssignal
im Kontext des CpG-reduzierten Vektors SYN_226 (MFI: 142, Verteilung 5) eine
Expressionssteigerung von 50% bezogen auf die Positivkontrolle. Vergleichbare
Ergebnisse wurden unter Verwendung von h_GFP 93 als Transgen erzielt (Daten
nicht gezeigt). Das Konstrukt BGH_ATA kann daher in die nachste Generation
CpG-reduzierter Vektoren integriert werden. Zur weiteren Minimierung des CpG-
Gehaltes im Vektorriickgrat wurden dariiber hinaus CpG-freie CMV-Promotor-
konstrukte etabliert.
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Abbildung C.23: Einfluss verschiedener CpG-freier P olyadenylierungssignale auf die
h_GFP 0 Expression in stabilen CHO-Zelllinien
81 mock o4 (FACS-Daten). Die im Rahmen dieser Arbeit gene-
2 / rierten CpG-freien Polyadenylierungssignale
BGH_AGA (2, hellblaue Verteilung) bzw. BGH_ATA
(3, dunkelblaue Verteilung), sowie das SV40 P(A)-
Signal (1, turkise Verteilung) und das herkdmmliche
BGH P(A)-Signal (4, orange Verteilung) wurden im
Sequenzkontext des Vektors pc5 hinsichtlich ihrer Ex-
pressionsleistung verglichen. Zudem wurde die MFI
des konventionellen BGH P(A)-Signals im Plasmid
SYN226 (5, rote Verteilung) bestimmt. Mock-trans-
fizierte Zellen, welche spontane Hygromycinresistenz
entwickelten, dienten als Negativkontrolle (schwarze

Zellzahl

Y 102 103 10+ Verteilung). Auf der y-Achse ist die Zellzahl, auf der x-
MFI Achse die fur das jeweilige Konstrukt ermittelte MFI
dargestellt.

C.5.4.3 Expressionsstarke verschiedener CpG-freier CMV-Promotoren im SYN226

In transienten Expressionsstudien wurden sechs funktionelle CpG-freie CMV-
Promotorvarianten etabliert (siehe C.4.3.3). Die Untersuchung dieser Konstrukte
CMV_A bis CMV_F in stabilen Expressionsanalysen sollte eine quantitative
Analyse ihrer Promotorstarken liefern sowie einen Vergleich mit dem CpG-freien
CMV_TG-Promotor (Yew et al., 2002) ermdglichen (siehe C.2.1.1.5). Als Positiv-
kontrollen dienten der in eukaryontischen Expressionsvektoren haufig verwendete
CMV-Promotor sowie der SV40-Promotor. Die CpG-depletierten Promotor-
varianten CMV_A bis CMV_F sowie der CMV_TG-Promotor und das SV40-
Konstrukt wurden wie unter C.2.2.2.6 beschrieben in den Vektor SYN226 kloniert,
der h_GFP 0 als Transgen enthélt. Im Durchflusszytometer wurde nach Selektion
und Etablierung stabiler CHO-Zelllinien anhand der GFP-Reporteraktivitat die
Promotorstarke des jeweiligen Konstruktes festgestellt. Abbildung C.24 gibt eine
Ubersicht tber die von den einzelnen Promotoren hervorgerufenen, mittleren
Fluoreszenzintensitaten (MFIs) als Mal3 fir die Promotorstarke. So ermittelt sich
fur das Konstrukt CMV_F (Verteilung 1) eine MFI von 13, was bezogen auf den
herkdbmmlichen CMV-Promotor (MFI: 93, Verteilung 6) einer Expression von 14%
entspricht. Die Varianten CMV_D (MFI: 29, Verteilung 2) und CMV_E
(MFI: 37, Verteilung 3) erreichen 31% bzw. 40% der Reporteraktivitat verglichen
mit dem unveranderten CMV-Konstrukt. Starker als die CpG-freien CMV-Varianten
CMV_A bis CMV_C exprimiert der SV40-Promotor (MFI: 44, Verteilung 4), dessen
Expression 47% des CMV-Promotors betragt sowie der CMV_TG-Promotor
(74, Verteilung 5) der 80% Reporteraktivitat aufweist. Wie bereits unter C.5.4.2
erwahnt, vermittelt der herkémmliche CMV-Promotor im Kontext des CpG-
reduzierten Vektors SYN_226 (MFI: 142, Verteilung 7) eine 50%-ige Expressions-
steigerung bezogen auf die Positivkontrolle (MFI: 93; Verteilung 6). Zusammen-
fassend lasst sich feststellen, dass die CMV-Variante CMV_E, die in
vergleichbarem Mal3e exprimiert wie der SV40-Promotor, in die nachste
Generation CpG-reduzierter Plasmide integriert werden kann. Allerdings erreicht
das CMV_E-Promotorkonstrukt nicht die Expressionsstarke des herkommlichen
CMV-Promotors.
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Abbildung C.24: Vergleich verschiedener CpG-freier Promotorvarianten hinsichtlich ihrer
h_GFP 0 Expression in stabilen CHO-Zelllinien (FACS -Daten). Im Vektor SYN226 wurde der
konventionelle CMV-Promotor durch CpG-freie

5 4 Promotorvarianten ersetzt bzw. durch den SV40-
~| mock 3

Promotor ausgetauscht. Die Promotorstarken der
somit generierten Konstrukte CMV_F (1, turkiser
Verteilung), CMV_D (2, hellblaue Verteilung),
CMV_E (3, dunkelblaue Verteilung) sowie des
SV40-Promotorkonstruktes (4, orange Verteilung)
und eines in der Literatur beschriebenen CMV_TG-
Promotors (5, hellrote Verteilung) wurden mit der
des herkbmmlichen CMV-Promotors im Kontext
des Vektors pc5 (6, dunkelrote Verteilung) bzw.
SYN226 (7, griine Verteilung) verglichen. Mock-
transfizierte Zellen, welche spontane Hygromycin-
resistenz entwickelten, dienten als Negativkontrolle
(schwarze Verteilung). Auf der y-Achse ist die
Zellzahl, auf der x-Achse die fir das jeweilige
Konstrukt ermittelte MFI dargestellt.

Zellzahl

Die Konstrukte CMV_A, CMV_B und CMV_C wiesen reproduzierbar keinerlei
GFP-Autofluoreszenz auf, was ein unerwartetes Ergebnis ist, da sie sich in
transienten Experimenten funktionell erwiesen (siehe Abbildung C.15).
Moglicherweise exprimieren diese Konstrukte das Transgen so schwach, dass die
GFP-vermittelte Autofluoreszenz nicht signifikant von der Eigenfluoreszenz mock-
transfizierter Zellen, die als Negativkontrolle dienten, unterschieden werden kann.

C.5.5 Zusammenfassung

Analog zu den p24-Reportergenen (siehe C.4.1) war fir die Konstrukte h_GFP 0
und h_GFP 60 im stabilen Expressionssystem eine positive Korrelation von CpG-
Gehalt und gemessener Reporteraktivitat feststellbar (siehe C.5.1). Zudem fihrte
eine Maximierung der CpG-Zahl bei dem Konstrukt h_GFP 93 nicht zu einer
weiteren Expressionssteigerung, sondern resultierte bezogen auf das Ausgangs-
konstrukt h_GFP 60 in einer 33%-igen Verringerung der Reporteraktivitat (siehe
C.5.4.1). Diese reproduzierbar generierten Daten stimmen mit den in Kapitel C.4
erhaltenen Ergebnissen aus transienten Expressionsstudien Uberein und
implizieren eine Beteiligung der CpG-Dinukleotide an der Regulation der
Genexpression. Dariuber hinaus wurden die CpG-freien Vektorrickgrate SYN84,
SYN187 sowie SYN226 in stabilen Expressionsanalysen auf ihre Funktions-
fahigkeit und Expressionshthe getestet. Dabei ermdéglichte nur das Plasmid
SYN226 die Etablierung stabiler Zelllinien. Zudem wies der CpG-reduzierte Vektor
SYN226 in stabilen Zellkulturexperimenten verglichen mit dem Referenzkonstrukt
pc5 eine um 32% erhohte Transgenproduktion auf. Analog zu transienten
Experimenten bestétigte diese Beobachtung die Tendenz, dass CpG-minimierte
Plasmide eine verbesserte Antigenproduktion aufweisen. Auch in einer
Langzeitstudie Uber 26 Wochen zeigte sich dieser Trend.
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Zur weiteren CpG-Reduzierung funktioneller Vektorelemente wurden CpG-freie
Varianten des BGH P(A)-Signals sowie des CMV-Promotors hinsichtlich ihrer
Funktion und Expressionshohe quantitativ untersucht. Dabei wurde die Variante
BGH_ATA etabliert, die eine mit dem BGH-Polyadenylierungssignal vergleichbare
Expression zeigte. Zudem wurde eine CpG-freie CMV-Promotorvariante CMV_E
etabliert, die eine geringere Expression aufwies als der herkbmmliche CMV-
Promotor, aber in ihrer Expressionsstarke dem SV40-Promotor vergleichbar war.

Fir verschiedene Transgene konnte, unabhangig vom verwendeten Vektorsystem
und der exprimierenden Zelllinie, eine positive Korrelation von CpG-Zahl und
resultierender Reportergenexpression festgestellt werden. Um zu untersuchen, ob
dieser auf Proteinebene beobachtete Effekt auch auf transkriptioneller Ebene
auftritt, wurden die drei GFP-Reporterkonstrukte h_GFP 0, h_GFP 60 und
h_GFP 93 in RNA-Studien detailierter untersucht.

C.6 Untersuchung der GFP-Reportergenvarianten auf R  NA-
Ebene

Der in transienten und stabilen Experimenten beobachtete Abfall GFP-vermittelter
Reporteraktivitat kann auf RNA-Ebene durch verschiedene Faktoren wie z.B.
reduzierten Kernexport, Instabilitdt CpG-freier RNA-Transkripte oder geringere
Transkriptionsraten bedingt sein. Um diese Fragestellung zu adressieren, wurden
zunachst die Konstrukte h_GFP 60 und h_GFP 0 in rekombinanten CHO- sowie
293T-Zelllinien auf transkriptioneller Ebene analysiert.

C.6.1 Relative Quantifizierung der zellularen RNA (CH O und 293T Zellen)

C.6.1.1 CHO-Zellen

Fur eine Aufklarung der Transkriptionsaktivitat wurde zunachst wie in B.4.6.3.1
beschrieben eine quantitative realtime-PCR fir die stabil GFP exprimierenden
CHO- sowie 293T-Zellen (siehe C.5.1) durchgefuhrt. Aus stabilen CHO- bzw.
293T-Zellen wurde dazu cytoplasmatische sowie nukledre RNA prépariert (siehe
B.4.1), welche nach Beseitigung von DNA-Kontaminationen (siehe B.4.3) als
Matrize in eine Reverse Trankription (siehe B.4.4) mit willkirlich bindenden
Primern eingesetzt wurde. Die resultierenden cDNA-Proben fur das CpG-freie
Konstrukt und sein Pendent wurden verdinnt und in einer anschlieRenden
realtime-PCR mit den Oligonukleotiden GFPint142 pf und GFPint516 pb (siehe
F.1.3) relativ zueinander quantifiziert. Als interne Kontrolle wurde die RNA-Menge
des ebenfalls in das Zellgenom integrierten Hygromycinresistenzgens anhand der
Primer hygrint385_pf und hygrint754 pb (siehe F.1.3) quantitativ bestimmit.
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Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung sind in Abbildung C.25 fir die cyto-
plasmatische bzw. die nukleare RNA-Fraktion aus CHO-Zellen dargestellt. Wie
aus Abbildung C.25A bzw. C.25C hervorgeht, zeigten die gemessenen Konstrukte
keinen Unterschied hinsichtlich ihrer Menge cytoplasmatischer bzw. nuklearer
Hygromycin RNA-Transkripte. Die Zahlen der cytoplasmatischen (Abbildung
C.25B) bzw. nuklearen (Abbildung C.25D) GFP-spezifischen RNA-Transkripte hin-
gegen korrelierten sehr gut mit den Daten der transienten und stabilen Protein-
expression. So war fur das CpG-depletierte Konstrukt nach relativer Quantifizie-
rung im Lightcycler im Vergleich zum Ausgangskonstrukt eine etwa 7-fach gerin-
gere cytoplasmatische sowie eine etwa 13-fach geringere nukledre RNA-Menge
nachzuweisen. Zudem kann der Schmelzpunktkurve entnommen werden, dass bei
beiden rekombinanten Zelllinien nur ein Hygromycin-spezifisches PCR-Produkt
detektiert wurde (siehe Teilabbildung C.25a). Den beiden GFP-Konstrukten
h_GFP O und h_GFP 60 hingegen liegt eine unterschiedliche Nukleinsaure-
sequenz zugrunde. Daher besitzen die resultierenden PCR-Produkte unter-
schiedliche spezifische Schmelztemperaturen wie der Schmelzpunktanalyse ent-
nommen werden kann (siehe Teilabbildung C25b).

Cytoplasmatische RNA (CHO)

“ a .+ Cytoplasmatische RNA (CHO)
IAYi

N s R s 3
A Zyklenzahl B Zyklenzahl

“*1 Nukledre RNA (CHO) =21 Nukledre RNA (CHO)

hygromycin ¢

Fluoreszenz (F1
Fluoreszenz (F1

13-fach

O

Zyklenzahl Zyklenzahl

@]

Abbildung C.25: Relative Quantifizierung der cytopl asmatischen sowie nukledren RNA-
Transkripte von CHO-Zellen via realtime -PCR. Aus stabil h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimieren-
den CHO-Zellen wurde die cytoplasmatische sowie die nukledre RNA prapariert und in LC-Analy-
sen quantifiziert. Die fur eine signifikante Detektion des Fluoreszenzsignals (y-Achse) nétige
Zyklenzahl (x-Achse) stellt ein indirektes Maf3 fur die Menge zugrunde liegender RNA-Transkripte
dar. (A) Relative Quantifizierung der cytoplasmatischen Hygromycin Transkripte fur h_GFP 60 bzw.
h_GFP 0 exprimierende Zelllinien (olivgriine Kurven). (B) Relative Quantifizierung der cytoplasma-
tischen GFP-Transkripte fir h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimierende Zelllinien (hellgriine bzw.
violette Kurven). (C) Relative Quantifizierung der nuklearen Hygromycin-Transkripte fr h_GFP 60
bzw. h_GFP 0 exprimierende Zelllinien (olivgriine Kurven). (D) Relative Quantifizierung der nukle-
aren GFP-Transkripte fur h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimierende Zelllinien (hellgriine bzw. violette
Kurven). Exemplarisch sind in den Abbildungen Zyklenzahl und Schmelztemperatur der gebildeten
Primerdimere (schwarze Kurve) verzeichnet. In den Teilabbildungen a bzw. b ist fur das Hygro-
mycin-basierte PCR-Produkt (olivegriine Kurven) bzw. fur die GFP-spezifischen PCR-Produkte
(h_GFP 0: violette Kurven; h_GFP 60: hellgrine Kurven) der Verlauf einer Schmelzpunktanayse
gezeigt.
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C.6.1.2 293T-Zellen

Da fur CHO-Zellen sowohl in der cytoplasmatischen als auch in der nuklearen
Fraktion eine Korrelation von CpG-Gehalt und detektierter RNA-Menge
festzustellen war, wurde fir 293T-Zellen ausschliel3lich das cytoplasmatische
RNA-Niveau der Reporterkonstrukte quantitativ analysiert. Dabei wurde analog,
wie unter C.6.1.1 fur die relative Quantifizierung cytoplasmatischer RNA-
Transkripte von CHO-Zellen beschrieben, vorgegangen. Als interne Kontrolle
wurde wiederum die cDNA-Kopienzahl des im Zellgenom lokalisierten
Hygromycinresistenzgens  quantitativ.  bestimmt. Die  Resultate  dieser
Untersuchung sind in Abbildung C.26 dargestellt. GemaR} Abbildung C.26A wiesen
alle untersuchten Konstrukte einen vergleichbaren Hygromycin RNA-Status auf.
Bei den untersuchten GFP-Konstrukten h_GFP 0 und h_GFP 60 hingegen war ein
29-facher Unterschied der RNA-Menge zu detektieren (siehe Abbildung C.26B).
Auch bei 293T-Zellen stimmten die fir CpG-freies Transgen und Ausgangs-
konstrukt generierten Daten mit den Ergebnissen der Proteinexpression tberein.
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Abbildung C.26: Relative Quantifizierung der cytopl asmatischen RNA aus 293T-Zellen via
realtime -PCR. Aus stabil h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimierenden 293T-Zellen wurde die cyto-
plasmatische RNA préapariert und in LC-Analysen quantifiziert. Die fUr eine signifikante Detektion
des Fluoreszenzsignals (y-Achse) nétige Zyklenzahl (x-Achse) stellt ein indirektes Mal3 fir die
Menge zugrunde liegender RNA-Transkripte dar. (A) Relative Quantifizierung der cytoplasmati-
schen Hygromycin-Transkripte fir h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimierende Zelllinien (olivgrine
Kurven). (B) Relative Quantifizierung der cytoplasmatischen GFP-Transkripte fir h_GFP 60 bzw.
h_GFP 0 exprimierende Zelllinien (hellgriine bzw. violette Kurven). Zudem kann beiden Teilabbil-
dungen entnommen werden, nach welcher Zyklenzahl die Fluoreszenz gebildeter Primerdimere
signifikant nachweisbar ist (schwarze Kurve).

Alle im Lightcycler erhaltenen PCR-Produkte wurden zudem auf einem Agarose-
gel hinsichtlich ihrer Gréf3e analysiert (Daten nicht gezeigt) und ihre Sequenz
verifiziert. Zusatzlich wurde die spezifische Schmelztemperatur fir die jeweiligen
PCR-Produkte sowie fir die Oligonukleotiddimere bestimmt. Wie in Abbildung
C.25A und C.25B zu erkennen ist, unterscheiden sich die generierten Primer-
dimere sowie die jeweiligen spezifisch gebildeten PCR-Produkte deutlich hinsicht-
lich ihrer Schmelztemperatur (siehe Abbildung C.25). Nach relativer Quantifizie-
rung der transgenspezifischen RNA-Transkripte fur h_GFP 60 und h_GFP 0 sollte
fur die CpG-modifizierten GFP-Konstrukte auch die absolute RNA-Menge be-
stimmt werden.
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C.6.2 Absolute Quantifizierung zellularer RNA in CHO Zellen

C.6.2.1 Cytoplasmatische und nukleare RNA

In rekombinanten CHO- sowie 293T-Zellen wurde der auf Proteinebene beobach-
tete CpG-Effekt auch auf RNA-Ebene detektiert. Fur beide Zelltypen korrelierte die
relativ quantifizierte, transgenspezifische RNA-Menge mit der CpG-Zahl im Lese-
rahmen des Transgens. Fur weiterfihrende Experimente wurden daher aus-
schlief3lich rekombinante CHO-Zelllinien verwendet, welche sich durch schnelleres
Wachstum und einfachere Handhabung auszeichneten. Zudem wurde bei der ab-
soluten Quantifizierung der RNA-Transkripte das bestehende Konstruktpanell um
die CpG-maximierte Version h_GFP 93 (siehe C.5.4.1) erweitert, welche mit den
Oligonukleotiden GFPmax165 pf und GFPmax520 pb (siehe F.1.3) analysiert
wurde. Nach Etablierung externer Standardgeraden, wie unter B.4.6.3.2 beschrie-
ben, wurden die GFP-spezifischen RNA-Transkripte in absoluten Lightcycler-Ex-
perimenten quantifiziert. Dabei wurde analog zur relativen Quantifizierung (siehe
C.6.1.1) vorgegangen, als Mal} fur die vorliegende RNA-Menge wurde jedoch die
absolute cDNA-Kopienzahl detektiert. Zudem wurde als interne Kontrolle die
absolute Zahl der Hygromycinresistenz-vermittelnden Transkripte nachgewiesen.
Eine Ubersicht Uber die cytoplasmatischen (Abbildung C.27A) bzw. nukleéren,
transgenspezifischen cDNA-Kopienzahlen (Abbildung C.27B), welche auf die
zugrunde liegenden RNA-Mengen schliel3en lassen, gibt Abbildung C.27.
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Abbildung C.27: Absolute Quantifizierung der cytopl asmatischen sowie nukledren RNA-
Transkripte von CHO-Zellen via realtime -PCR. Aus stabil h_GFP 60 bzw. h_GFP 0 exprimieren-
den CHO-Zellen wurde die cytoplasmatische sowie die nukledre RNA prapariert und in LC-Analy-
sen quantifiziert. Die fir das jeweilige Konstrukt, unter Verwendung externer Standardgeraden,
ermittelte cDNA-Kopienzahl gibt Aufschluss Uber die Menge urspringlich vorhandener RNA-
Transkripte. Angegeben wird fur das jeweilige GFP-Konstrukt (GFP) h_ GFP 0 (CpG 0), h_GFP 60
(CpG 60) sowie h_GFP 93 (CpG 93) die cytoplasmatische (A) sowie die nukledre (B) RNA-
Kopienzahl als Mittelwert aus 3 unabhangigen Analysen. Als interne Kontrolle wurde fir
Hygromycin (hygr) die Zahl der cytoplasmatischen (A) sowie der nukledren (B) RNA-Transkripte
bestimmt.

Sowohl in der cytoplasmatischen als auch in der nukledren Fraktion zeigt sich fur
die untersuchten Reporterkonstrukte ein &hnliches Bild wie in transienten Protein-
expressionsstudien (siehe C.4.1). So weist das CpG-freie Konstrukt im Lightcycler
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eine 20-fach geringere cytoplasmatische (siehe Abbildung C.27A) sowie eine 14-
fach geringere nukleare RNA-Kopienzahl (siehe Abbildung C.27B) auf als das
Ausgangskonstrukt. Fir das CpG-maximierte Konstrukt h_GFP 93 wurde eine 8-
fach geringere cDNA-Kopienzahl im Cytoplasma bzw. eine 5-fach geringere
cDNA-Menge im Kern detektiert. Wie aus Abbildung C.27A und C.27B weiterhin
hervorgeht, weisen alle untersuchten Konstrukte vergleichbare Mengen des
Hygromycin-Transkriptes auf. Somit stellt sich die Frage, ob mdglicherweise ein
differentieller Kernexport fir das Vorliegen unterschiedlicher Mengen GFP-
spezifischer RNA-Transkripte im Cytoplasma verantwortlich ist.

C.6.2.2 Verhaltnis nuklearer zu cytoplasmatischer RNA

Eine andere Darstellung der unter C. 6.2.1 generierten Daten ist in Abbildung C.28
gewahlt. Hier werden absolute Kopienzahlen cytoplasmatischer sowie nuklearer
GFP-spezifischer RNA-Kopien fur die einzelnen GFP-Reportergene gegeniber-
gestellt. Dabei errechnete sich fir die Konstrukte h_GFP 0 sowie h_GFP 93 eine
9-fach hohere Kopienzahl im Kern, wahrend sich bei dem Ausgangskonstrukt eine
12-fach hohere RNA-Menge im Nukleus ergab. Da alle untersuchten Konstrukte in
etwa gleiche Verhaltnisse von nuklearer zu cytoplasmatischer RNA zeigten, kann
ausgeschlossen werden, dass ein Kernexportproblem fur den beobachteten CpG-
Effekt verantwortlich ist. In weiteren Experimenten sollte daher geklart werden, ob
das Vorliegen einer verringerten RNA-Menge in Cytoplasma und Kern durch
Instabilitat des CpG-freien RNA-Transkriptes bedingt ist.

=N

0000 ~ 9-fach g nucleidre mRNA

2000 c c
~ 9-fach
1000 c
0]

CpG (0) CpG (60) CpG (93)
GFP Reportergenvarianten

00001 ~ 12-fach = cytoplasmatische mRNA

mMRNA Kopienzahl x 10 3

Abbildung C.28: Gegenlberstellung nukledrer und cyt oplasmatischer RNA-Kopienzahlen fir
die GFP-spezifischen Transkripte. Die fur die GFP-Konstrukte h_ GFP 0 (CpG 0), h_GFP 60
(CpG 60) sowie h_GFP 93 (CpG 93) ermittelten cytoplasmatischen (Abbildung C.27A) bzw.
nukledren (Abbildung C.27B) GFP-Kopienzahlen sind in dieser Abbildung gegenibergestellt.
Zudem wird fur jedes Konstrukt das Verhaltnis nukledrer zu cytoplasmatischer GFP-Transkripte
Uber dem Balkenpaar angegeben.
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C.6.3 Untersuchung der RNA-Stabilitat mittels Actin ~ omycinD

In Inhibitorstudien mit ActinomycinD (AMD) wurden die verschiedenen GFP-
Transkripte beziglich ihrer RNA-Stabilitdt bzw. resultierender Halbwertszeit
analysiert. Dazu wurden die stabil GFP exprimierenden CHO-Zelllinien (siehe
C.5.4.1) mit 2,4 uM AMD behandelt. Zu den Zeitpunkten 0, 1,5, 3, 6, 12 und 24h
nach dem Transkriptionsblock wurde dann die Gesamt-RNA aus den Zellen
prapariert. Die absolute Menge an GFP kodierender RNA wurde in realtime-PCR-
Analysen wie unter B.4.6.3 beschrieben quantifiziert. Ebenso wurde bei der
Bestimmung [-actin kodierender Transkripte vorgegangen, die bei diesem
Experiment als interne Kontrolle dienten. Zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde fur
die Konstrukte h_GFP 0, h_GFP 60 sowie h_GFP 93 die Menge an GFP bzw. [3-
actin-spezifischer RNA ermittelt und in Abbildung C.29A bzw. C.29B als zeitlicher
Verlauf dargestellt.

GFP mRNA Hygromycin mRNA
10001 5001
° ——CpG (0) o 7] ——CpG (0)
S CpG(60) T a00] CPG (60)
= —— CpG (96) = —— CpG (96)
g E 300+
& 5004 5
g S 200-
~ X ]
< 2509 < 1004
£ £
C LJ LJ L) L) LJ L C LJ LJ L) LJ LJ L
0 1.5 3 6 12 24 0 1.5 3 6 12 24
A Zeit (h) B Zeit (h)

Abbildung C.29: RNA-Stabilitat verschiedener CpG-mo  difizierter GFP-Konstrukte.  (A) Fir die
Konstrukte h_GFP 0 (rote Linie), h_GFP 60 (griine Linie) und h_GFP 93 (blaue Linie) ist der zeit-
liche Verlauf der GFP RNA-Degradation dargestellt. (B) Fur die Konstrukte h_GFP 0O (rote Linie),
h_GFP 60 (griine Linie) und h_GFP 93 (blaue Linie) ist der zeitliche Verlauf der Hygromycin RNA-
Degradation dargestellt.

Wie aus dieser Darstellung hervorgeht, stimmten die Mengenverhéltnisse an GFP
RNA zum Zeitpunkt null mit den in C.6.2.1 beschriebenen Lightcycler-Daten
Uberein. Drei Stunden nach dem AMD-vermittelten transkriptionellen Block war
von den GFP-Transkripten nur noch ca. 50% der urspringlichen Menge
nachweisbar. Zwar unterschieden sich die absoluten Mengen der CpG-
modifizierten Transkripte deutlich voneinander, die Kinetik des RNA-Abbaus
erwies sich jedoch unabhéngig von ihrem CpG-Gehalt. Nach Ermittlung der
Zerfallskonstante k (siehe B.4.8) ergaben sich fur alle untersuchten GFP-
Konstrukte in AMD-Studien vergleichbare Halbwertszeiten, welche bei ca. 3
Stunden lagen. Die Halbwertszeit von (-actin betrug etwa 4 Stunden fir die
Konstrukte mit 0 CpG und 60 CpG bzw. 5,5 Stunden fur das CpG-maximierte
Konstrukt (siehe Abbildung C.30). Dieser Wert ist mit den in der Literatur (Leclerc
et al., 2002) fur B-actin beschriebenen Halbwertszeiten von 6,6 bis 13 h vereinbar.
Der beobachtete CpG-Effekt resultiert also nicht aus einer erhdhten Stabilitat des
CpG-reichen RNA-Transkriptes. Daher wurden die RNA-Transkripte der
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verschiedenen GFP-Reportergenvarianten zudem auf die Existenz alternativer
Spleissprodukte hin untersucht.

Abbildung C.30: Halbwertszeit verschiedener

1 2 3 1 2 3 GFP- bzw. B-actin kodierender Transkripte.  Aus-
gehend von den in Abbildung C.29A und C.29B dar-
gestellten Daten wurde fur die Konstrukte
h_GFP 0 (1), h_GFP 60 (2) bzw. h_GFP 93 (3) die
Zerfallskonstante fir das jeweilige GFP-Transkripte
sowie fur das Hygromycin-Transkript errechnet
(siehe B.4.8). Die daraus ermittelte RNA-Halbwerts-
zeit fur GFP (graue Balken) bzw. Hygromycin

A 01 OO N
T 1 1 1
l_|

Halbwertszeit (h)
T g

1+ (weille Balken) ist in der Abbildung dargestellt.
0 . Zudem ist unter dem Balken fur das jeweilige Kon-
GFP mRNA B-actin mRNA strukt die Zahl der CpGs und die Halbwertszeit in
CpG  (0) (60) (93) (0) (60) (93) Stunden angegeben.
h 32 32 36 38 38 55

C.6.4 Untersuchung der RNA-Transkripte hinsichtlich alternativer Spleiss
produkte

Obwohl der Literatur zu entnehmen ist, dass die humanisierte Form von GFP nicht
gespleisst wird (Zolotukhin et al., 1996), kann eine Modifizierung der Nukleotid-
sequenz ungewollt zu einem abweichenden Spleissverhalten fliihren. Aus diesem
Grund wurden die RNA-Transkripte der verschiedenen GFP-Reportergenvarianten
auf die Existenz alternativer Spleissprodukte hin untersucht. Dazu wurde die wie
unter Punkt B.4.4 beschrieben generierte cDNA der jeweiligen Konstrukte als
Matrize in eine PCR eingesetzt. Anhand der Primer hu/E019_pf und hu/E019 pb
(fur die Konstrukte h GFP O und h_GFP 60) sowie der Oligonukleotide
GFPmax_pf und GFPmax_pb (fir die CpG-maximierte Version h_GFP 93) wurde
die komplette NS-Sequenz der jeweiligen GFP-Version, beginnend bei ATG und
abschlieBend mit TAG, amplifiziert. Bei Vorliegen alternativer Spleissprodukte
sollten in der PCR-Analyse neben dem Volllangenkonstrukt mit 740 bp auch
kleinere Fragmente detektiert werden. In LC-Analysen wurde fir h_GFP 0 und
h_GFP 60 eine internes 363-bp-langes Fragment des RNA-Transkriptes analysiert
(siehe B.4.6.3). Fur das CpG-reduzierte Konstrukt ergab sich dabei eine
Reduktion der GFP-spezifischen Transkripte (siehe Abbildung C.27). Wirde das
363-bp-groRe Fragment durch Spleissen gezielt aus dem Transkript entfernt, so
ware in der Volllangen-PCR zusatzlich zu dem ungespleissten Konstrukt ein 377-
bp-groRes Produkt zu erwarten. Gleiches gilt fur die CpG-maximierte Variante,
deren im Lightcycler analysiertes Fragment 375-bp-grol} ist.

Abbildung C.31: Volllangen-PCR
5 Uber die cDNA CpG-modifizierter
= GFP-Reporterkonstrukte. Abge-
W |« 000be bildet sind die erhaltenen PCR-
= | €= 500bp Produkte der einzelnen Konstrukte
sowie eine mit H,O durchgefuhrte
PCR als Negativkontrolle (4) und
der DNA-Marker (5) auf einem 1%-
cm igem Agarosegel.
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Die erhaltenen Ergebnisse fur cytoplasmatische sowie nukledre RNA sind in Abbil-
dung C.31 dargestellt. Wie aus dieser Darstellung hervorgeht wurden fir die ein-
zelnen Konstrukte keinerlei alternative Spleissprodukte detektiert. Auch durch
Sequenzierung der erhaltenen PCR-Produkte konnten keine Abweichungen von
den Ausgangssequenzen nachgewiesen werden. Zusammenfassend lasst sich
feststellen, dass das auf RNA-Ebene beobachtete CpG-Phdnomen weder durch
veranderten Kernexport, noch durch unterschiedliche RNA-Stabilititen oder das
Vorliegen differentieller Spleissprodukte erklart werden konnte. Maoglich war
jedoch, dass fir das CpG-depletierte Reporterkonstrukte bereits de novo weniger
RNA synthetisiert wurde.

C.6.5 Quantitative Analyse de novo synthetisierter RNA

Um zu analysieren, ob bereits fir neu synthetisierte RNA eine Korrelation von
CpG-Gehalt und vorliegender Transkriptmenge gegeben ist, wurde die transkrip-
tionelle Aktivitat der stabil GFP exprimierenden CHO-Zellen (siehe C.5.4.1) in
einem anderem Assay-System (,nuclear run-on“) bestimmt (siehe B.4.7). Dazu
wurden die isolierten Kerne, wie unter Kapitel B.4.7 beschrieben, mit Biotin-16-
UTP markierten Nukleotiden supplementiert. Nach einer sehr kurzen Inkubations-
phase wurde die Gesamt-RNA aus den Kernen isoliert und mit Streptavidin
gekoppelten Dynabeads M-280 versetzt. Mit Hilfe einer magnetischen Apperatur
wurde anschlie3end die an magnetic beads gebundene, de novo synthetisierte
RNA separiert und in realtime-PCR-Analysen quantifiziert. Dabei spiegelt dieser
Assay den aktuellen Status der nukle&ren Transkription wahrend des 30-minutigen
Pulses wieder. Als interne Kontrolle diente das Haushaltsgen p-actin, dessen
Menge neu synthetisierter Transkripte unter Verwendung der Primer actin_pf und
actin_pb (siehe F.1.3) in Lightcycler-Analysen bestimmt wurde.

. Abbildung C.32: Quantifizierung  de novo

1.50m De novo synthetisierte RNA synthetisierter RNA im , nuclear run-on “-

= Assay. Aus stabil h_GFP 0, h_GFP 60 bzw.
S 1.25+ h_GFP 93 exprimierenden CHO-Zellen wur-
$ T 1.00- den 3 x 107 Kerne prapariert. Die Kerne
5 ¢ wurden mit Biotin-markierten Nukleotiden
Q @ 0.757 supplementiert, und nach einem kurzem
< & 0.50+ Puls wurde die Gesamt-RNA préapariert.
E O 0.25- Nach Aufreinigung der markierten RNA
c ' durch magnetische Beads, anschlieRendem
0.00- DNase-Verdau sowie Reverser Transkrip-

CpG (0) CpG (60) CpG (93) tion wurden die resultierenden cDNA-Pro-
GFP-Reportergenvarianten ben im Lightcycler quantifiziert. Far alle

CpG-modifizierten GFP-Versionen wurde
die Menge GFP-spezifischer RNA-Trans-
kripte detektiert. Zudem wurde fur alle Konstrukte die de novo synthetisierte RNA-Menge des

Haushaltsgens B-actin bestimmt. In dieser Darstellung ist die jeweilige neu synthetisierte GFP-
Transkriptmenge normalisiert auf 3-actin angegeben.

Eine Ubersicht iber die Menge neu synthetisierter GFP-Transkripte, normalisiert
auf die jeweilige B-actin Menge, gibt Abbildung C.32. So ist in Abbildung C.32 fir
die Konstrukte h_GFP 0 und h_GFP 60 wiederum eine positive Korrelation des
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CpG-Gehaltes und der Menge de novo synthetisierter RNA-Transkripte erkennbar.
Das CpG-depletierte Reporterkonstrukt wies dabei im Vergleich zum
Ausganskonstrukt h_GFP 60 eine um den Faktor 7 verringerte Zahl an Transkrip-
ten auf. Wie aus Abbildung C.32 ebenfalls hervorgeht, ist die Menge der Trans-
kripte fur das CpG-maximierte Konstrukt h_GFP 93 im Vergleich zum Ausgangs-
konstrukt um die Halfte reduziert. Fur die transkriptionelle Aktivitdt der
untersuchten Reporterkonstrukte ergab sich also im ,nuclear run-on* ein ahnliches
Muster wie in vorhergegangenen RNA-Experimenten (siehe C.6.1.1) und Protein-
expressionsstudien (siehe C.5.4.1). Realtime-PCR-Analysen weisen hohe Repro-
duzierbarkeit, Sensitivitat sowie Signifikanz auf und stellen daher ein aul3erst ver-
lassliches Testsystem zur Evaluierung vorliegender RNA-Transkriptmengen dar.
Somit konnte fir das beobachtete CpG-Phanomen folgende Hypothese aufgestellt
werden: Der CpG-Gehalt im Transgen stellt einen intragenomischen Regulations-
mechanismus dar, anhand dessen Transgenexpression und damit verbundene
Reporteraktivitat auf transkriptioneller Ebene gesteuert werden.

C.6.6 Zusammenfassung

Die auf Proteinebene fur verschiedene Transgene beobachtete Korrelation von
Reporteraktivitat und CpG-Gehalt wurde in verschiedenen Saugetierzellen auch
auf RNA-Ebene nachgewiesen. Fir das CpG-freie GFP-Reporterkonstrukt war
sowohl die Zahl der stationér (siehe C.6.1 und C.6.2.1) vorliegenden RNA-Trans-
kripte als auch die Menge de novo synthetisierter RNA (siehe C.6.5) erheblich
verringert. Hinsichtlich ihrer Kernexportrate (siehe C.6.2.2), der Stabilitat ihrer
RNA-Transkripte (siehe C.6.3) sowie alternativer Spleissprodukte (siehe C.6.4)
zeigten die untersuchten Reportervarianten keine signifikanten Unterschiede, was
fur eine Beteiligung der CpG-Dinukleotide an der Regulation der Genexpression
auf transkriptioneller Ebene spricht.



D Diskussion

D.1 Neuartige Strategien zur Steigerung der Express  ionsstarke

D.1.1 Ubersicht (Uber vorhandene Systeme zur Erhohung der
Transgenexpression

FUr die moderne Medizin mit ihren Bereichen Gentherapie und DNA-Vakzinierung,
die molekularbiologische Grundlagenforschung sowie die pharmazeutische
Industrie  gewinnt die Herstellung rekombinanter therapeutischer bzw.
diagnostischer Proteine zunehmend an Bedeutung. Grundvoraussetzung fir eine
effektive Produktion heterologer Therapeutika bzw. Basis fur den Erfolg
gentherapeutischer MalRnahmen sowie DNA-basierter Impfstrategien ist dabei
eine hohe und lang andauernde Expression des rekombinanten Genproduktes. Da
zur Einbringung des gewinschten Transgens in heterologe Expressionssysteme
zumeist DNA-Vektoren verwendet werden, setzen viele Anséatze zur Optimierung
der Proteinausbeute bei der Gestaltung dieser Komponente an.

So bietet die Firma Lonza (Basel, Schweiz) ein kaufliches System (GS-System)
zur Etablierung stabiler, rekombinater Zellklone mit hoher Expressionsleistung an.
Das System nutzt die Tatsache, dass die Aminosaure Glutamin, deren Bildung
aus Glutamat und Ammoniak durch das Enzym Glutamat-Synthetase katalysiert
wird, fur viele Saugerzellen essentiell ist. Da die meisten S&ugerzellen dieses
Enzym nicht oder nicht in ausreichendem Mal3e produzieren, verwendet das
System einen Expressionsvektor, der fur die Glutamat-Synthetase kodiert. Die
Integration dieses Vektors in eine transkriptionell hoch aktive Region im Genom
gewdahrleistet zum einen die flur die Zelle notwendige Glutamin-Herstellung und
zum anderen eine stabile und effektive Expression des gewinschten Transgens
(Bebbington et al., 1992). Auf diese Weise werden derzeit viele als Therapeutika
eingesetzte bzw. in Kklinischen Studien evaluierte rekombinante Antikdrper
grof3technisch produziert (Vernon, 2004).

Ein weiterer Ansatz zur Erh6hung der stabilen Transgenproduktion beinhaltet die
Integration von MARs (matrix attached regions) in einen spezifischen
Expressionsvektor (Zahn-Zabal et al., 2001). Dabei handelt es sich um
Ankersequenzen, uber welche Chromatindom&nen mit dem Proteinskelett des
Zellkerns verbunden werden. Diese Sequenzen ermdglichen extrachromosomal
vorliegenden DNA-Vehikeln die Nutzung des zellularen Vervielfaltigungsapparats
und fiihren nach Offnung der Chromatinstruktur und Reduktion superhelikaler
Spannung zur Anhebung transkriptioneller Initiationsraten (Phi-Van et al., 1990).
Diese Erkenntnis ist vor allem fir die Konstruktion retroviraler Vektoren von grof3er
Bedeutung, welche ausgepragten Mechanismen zur Repression der
Genexpression unterliegen (Dang et al., 2000).
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Eine andere Strategie zur Erhdhung der Antigenexpression besteht in der
Verwendung Intron-haltiger Expressionsvektoren (Yew et al., 1997). Auf diese
Weise wird in vitro eine verbesserte Polyadenylierung des RNA-Transkriptes
erreicht, was zu einer erhéhten Transgenproduktion fuhrt (Niwa et al., 1990). So
ist auch das in dieser Arbeit verwendete Plasmid pOG44, das fur die Flp-
Rekombinase kodiert, Trager eines synthetischen Introns (siehe B.1.3.1.2).
DarlUber hinaus hat der Einsatz starker, ubiquitar funktioneller Hybridpromotoren
einen forderlichen Einfluss auf Transkription und Proteinproduktion eines Gens
(Xu et al., 2002; Yew et al., 2001). Auch das in dieser Arbeit verwendetet Flp-In
System (Invitrogen) bietet eine Moglichkeit zur Optimierung der stabilen
Transgenexpression. Dabei erfolgt, wie unter Punkt B.1.3.1 beschrieben, die Flp-
Rekombinase vermittelte Integration des Expressionsvektors in einen
transkriptionell hoch aktiven Bereich des Genoms der Wirtszelle. Daraus
resultieren sowohl fuir den Selektionsmarker HygromycinB als auch fur das
rekombinante Genprodukt hohe Transkriptionsraten sowie Proteinausbeuten
(Craig, 1988; Sauer, 1994). Wahrend alle in diesem Kapitel erwéhnten Strategien
zur Expressionssteigerung auf einem Austausch einzelner Vektorkomponenten
bzw. der Integration zusatzlicher Sequenzinformation beruhen, wurde in der
vorliegenden Arbeit ein anderer Ansatz gewahlt.

D.1.2 Eigenes Konzept zur Verbesserung der Transgenex  pression

Fur viele DNA-Applikationen wird eine hohe und stabile Transgenexpression
bendtigt. Um diese zu gewahrleisten, wurde in der vorliegenden Arbeit der
gesamte Sequenzkontext eines funktionsfahigen Plasmids inklusive kodierender
Region hinsichtlich Expressions-modulierender Faktoren modifiziert. Als
Expressions-modulierende Komponente bieten sich CpG-Dinukleotide an, da
CpG-haltige Sequenzen anhand multipler Mechanismen Dauer und Hohe der
Transgenexpression beeinflussen. Nachfolgend wird zunachst die Beteiligung der
CpG-Dinukleotide an der Regulation der Genexpression naher erlautert.

Aus der Literatur ist bekannt, dass im Promotorbereich liegende CpG-Dinukleotide
(Jones et al., 1999), aber auch im 5" bzw. 3" Bereich der kodierenden Region
lokalisierte CpG-Dinukleotide (Chevalier-Mariette et al., 2003; Hisano et al., 2003)
durch DNA-Methyltransferasen (DNMTs) methyliert werden. Dabei katalysieren
diese Enzyme die Ubertragung einer Methylgruppe auf das 5  Kohlenstoffatom
des Cytidinrests. Der Methylierungsprozess geht meist mit einer Abnahme der
Genexpression einher (Deng et al., 2001; Jones et al., 1999). So werden durch
Einfugen der CHs-Gruppe in die Promotorregion zum einen Transkriptions-
faktorbindestellen blockiert (Molloy et al., 1990; Fujii et al., 2006), zum anderen
konnen Transkriptionsrepressoren wie z.B. MeCP2 an 5 mCpG-Dinukleotide
binden (Nan et al., 1998; Ng et al., 1999), woraus eine verringerte Genaktivitat
resultiert. DNMTs besitzen ebenfalls Repressorfunktion und kdnnen analog zu
MCpG-Bindeproteinen Histon-Deacetylasen (HDACs) rekrutieren, welche im
Genom eine Kondensation der Chromatinstruktur und somit ein Abschalten der
Transkription (Bachman et al., 2001; Fuks et al., 2001; Sarraf et al., 2004)
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bewirken. Ob auch extrachromosomal in Saugerzellen vorliegende DNA diesem
negativen Regulationsmechanismus unterliegt, ist bisher noch nicht bekannt.
Dennoch gibt es in der Literatur Hinweise, dass eukaryontische Expressions-
plasmide, deren CpG-Gehalt verringert wurde in vivo zu einer hohen und lang
andauernden Transgenproduktion fuhren (Yew et al., 2002; Hodges et al., 2004).
CpG-Dinukleotide sind jedoch nicht nur an einer Steuerung der Genexpression
beteiligt, sondern spielen bei weiteren zellularen Prozessen eine Rolle.

So uben in einem bestimmten Sequenzkontext vorliegende CpG-Dinukleotide,
sogenannte CpG-Motive (siehe A.2), in vivo einen Einfluss auf spezifische Kompo-
nenten des humoralen und zellularen Immunsystems aus (Krieg et al., 1995; Krieg
et al., 1998; Brazolot et al., 1998). CpG-Dinukleotide und somit auch CpG-Motive
kommen im Genom von Vertebraten mit einer wesentlich geringeren Haufigkeit
vor als in bakterieller DNA. Auf diese Weise fungieren CpG-Motive als Kompo-
nente eines zellularen Erkennungsmechanismus, anhand dessen das Immun-
system von Vertebraten bakterielle DNA als fremd erkennt und anschliel3end den
bakteriellen Erreger eliminiert. In der Literatur gibt es weiterhin Hinweise, dass die
5" Cytidin-Methylierung eines in vivo applizierten Plasmids in einer verlangerten
Transgenexpression resultiert, da CpG-Motive nach Methylierung vom
Immunsystem nicht mehr als solche erkannt werden. In der Folge bleiben
entzindliche Immunreaktionen des Organismus aus, welche die Genexpression
negativ beeinflussen (Reyes-Sandoval et al, 2004; Hodges et al., 2004). Fur
bestimmte Applikationsformen z.B. im Bereich der Gentherapie sind immun-
stimulierende Eigenschaften des Vektorriickgrates unerwtinscht, um eine Er-
kennung transfizierter Zielzellen durch das Immunssystem zu vermeiden. Anders
verhéalt es sich bei DNA-Vakzinierungen. Hier wird auf eine Aktivierung bestimmter
Komponenten des humoralen und zellularen Immunsystems abgezielt (Horner et
al.,, 2001; Kojima et al, 2002). Somit sind spezifisch das Immunsystem
stimulierende CpG-Motive als vektoreigene Adjuvanskomponente erwinscht
(Zhang et al., 2005) .

Um die von CpG-Motiven hervorgerufenen Effekte gezielt einsetzen zu kdnnen, ist
jedoch zunéchst ein ,immun-neutrales” Plasmid nétig, welches keine unspezifisch
immunmodulierenden CpG-Motive im Vektorrickgrat enthalt. Durch Integration
ausgesuchter CpG-Motive kann dieses Ausgangsplasmid schliel3lich hinsichtlich
seiner gewunschten Immunwirkung modifiziert werden. Da immunmodulatorische
Eigenschaften sogenannter CpG-Motive in vivo zudem die Transgenexpression
beintrachtigen, und CpG-Dinukleotide nach Methylierung laut Literatur zu einer
Repression der Transkription fihren, wurde in dieser Arbeit versucht, ein
maoglichst CpG-reduziertes, funktionelles Vektorriickgrat zu generieren. Fur
zukUnftige Anwendungen ist eine Kombination dieses CpG-minimierten Vektors
mit den unter Punkt D.1.1 diskutierten Strategien zur Expressionsverbesserung
denkbar. Zunéchst sollte jedoch anhand verschiedener, partiell CpG-reduzierter
und damit verringerter Methylierung unterliegender Vektoren analysiert werden,
welche Konsequenzen sich in vitro fur die resultierende Transgenproduktion
ergeben. Eine Modifizierung des CpG-Gehaltes im Vektorriickgrat erfolgte dabei
unter Einbeziehung von Fullsequenzen, kodierenden Regionen sowie regulatori-
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schen Bereichen. Vor allem im Bereich funktioneller und regulatorischer Vektor-
elemente erweist sich eine CpG-Reduktion als problematisch, da deren Funktion
beeintrachtigt bzw. zerstért werden kann. Aus diesem Grund wurde zunachst die
Funktionalitat der einzelnen CpG-minimierten Vektormodule untersucht.

D.2 CpG-reduzierte Vektormodule sind funktionell

D.2.1 Funktionalitat einer deletierten Form des pUC origin of replication
(pUC 110 origin)

Im Verlauf dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine CpG-reduzierte Version des
pUC origin of replication Replikationsfahigkeit in Bakterien vermittelte (siehe
C.2.2.1.3). Erreicht wurde diese Verringerung der CpG-Zahl im Vergleich zum
Ausgangskonstrukt durch eine Deletion von 110 Basenpaaren im 5 Bereich des
origins. Trotz der 110-bp-langen Deletion im origin wies das zugehdrige
Vektorkonstrukt im Vergleich zu Plasmiden mit dem herkémmlichen origin of
replication keine offensichtlichen Unterschiede in Wachstumsverhalten oder
erhaltener Plasmidkopienzahl auf. Es liegen jedoch keine vergleichenden Daten
aus Wachstumskinetiken vor.

In Bakterien unterliegt die Vervielfaltigung extrachromosomal vorliegender
Plasmide einem Regulationsmechanismus, an dem im wesentlichen die RNA-
Transkripte RNAI und RNAII des origins beteiligt sind (siehe Abbildung A.10).
Dabei verhindert das kirzere RNAI-Fragment nach Bindung an das RNAII-
Transkript die DNA-Replikation (Cesareni et al., 1982; Kues et al., 1989). Ist das
Transkript der RNAII jedoch langer als 360 Basenpaare, wie es beim pUC origin of
replication der Fall ist (siehe Abbildung D.1, schwarzer Pfeil), geht die
inhibitorische Funktion der RNAI (siehe Abbildung D.1, roter Pfeil) verloren. Eine
Bindung der RNAI an die RNAIl bewirkt in diesem Fall zwar eine
Konformationsanderung im 5° Bereich der RNAII, die Sekundarstruktur des an die
DNA bindenden Bereichs (siehe Abbildung D.1, griine Sequenz) bleibt jedoch
unverandert (Merlin et al., 1995). Auf diese Weise wird eine funktionelle
Replikation gewahrleistet. Eine Deletion im 5° Bereich der RNAII, wie sie bei dem
CpG-reduzierten origin vorliegt (siehe Abbildung D.1, blaue Sequenz), sollte daher
ebenfalls keinen Einfluss auf die Replikationsfahigkeit eines Plasmids haben, da
der an die DNA bindende, funktionelle Bereich des RNAII-Transkriptes nicht
modifiziert wird. Folglich Gbernimmt der 5" Bereich der RNAIlI anscheinend keine
essentielle Funktion bei der Replikation von Plasmiden. Neben einem bakteriellen
Replikationsursprung besitzen eukaryontische Expressionsvektoren zumeist
starke virale Promotoren, wie z.B den CMV-Promotor, dessen Elemente und
Funktionen nachfolgend diskutiert werden.
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Sequenz des pUC origin of replication

1 gt caCCCCEG TAGTGAATTC ATGTGAGCAA AAGGCCAGCA AAAGGCCAGG AACCGTAAAA
61 AGGCCGCGTT GCTGQCGTTT TTCCATAGGC TCCGCCCCCC TGACGRBBAAATC
121 GACGCTCAAG TCAGAGGTGG CGAAACCCGA CAGGACTATA AAGATUEIOAGCG(
181 CTGGAAGCTC CCTCGTGCGC TCTCCTGTTC CGACCCTGCC GCTTAIGIGACC G
241 CCTTTCTCCC TTCGGGAAGC GTGGCGCTTT CTCATAGCTC ACGCTATBBCAGTT
301 CGGTGTAGGT CGTTCGCTCC AAGCTGGGCT GTGTGCATGACBTT CAGCCCGAQC
361 GCTGCGCCTT ATCCGGTAAC TATCGTCTTG AGTCCAACCC GGTAAGBTRL G5(
421 CACTGGCAGC AGCCACTGGT AACAGGATTA GCAGAGCGAG GTATGIREGECAE
481 AGTTCTTGAA GTGGTGGCCT AACTACGGCT ACACTAGAAGTBATT GGTATCTG(HG
541 CTICTGCTGAA GCCAGTTACC TTCGGAAAAA GAGTTGOTONIGATCC GGCAAACARA
601 CCACCGCTGG TAGCGGTGGT TTTTTTIGTIT GCAAGCAGCA GATTAGBBBEAAAG
661 GATCTCAAGA AGATCCTTTG ATCTTTTCTA XGSTECT GICAATCGAT agct

Abbildung D.1: DNA-Sequenz des pUC origin of replication (Umgekehrt komplementér). Fett
gedruckt erscheint der funktionelle Bereich des origins laut pcDNA5/FRT. Ein schwarzer Pfeil
kennzeichnet den Sequenzabschnitt, der fiir das 555-bp lange RNAII-Transkript kodiert. Die dem
RNAI-Transkript (108 bp) zugrunde liegende DNA-Sequenz wird durch einen roten Pfeil hervor-
gehoben. Griin ist der an die DNA-bindende Bereich der RNAIl markiert, und die 110-bp um-
fassende Deletion im 110_origin ist blau gekennzeichnet (Cesareni et al., 1982; Kues et al., 1989).

D.2.2 Funktionalitat CpG-freier Varianten des CMV-P  romotors

Fur verschiedene Promotoren wurde bereits nachgewiesen, dass die Methylierung
von CpG-Dinukleotiden im Promotorbereich zu einer drastischen Abnahme der
Genexpression fuhrt (Deng et al., 2001; Agirre et al.,, 2003). Auch bei dem
konstitutiv. und hoch exprimierenden, eukaryontischen CMV-Promotor (siehe
A.4.1) wurde dieses Phanomen in in vivo-Expressionsstudien und in
Zellkulturexperimenten eingehend beschrieben (Brooks et al., 2004;
http://www.invitrogen.com). Aus diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit ein
CpG-freier CMV-Promotor entwickelt werden, welcher keiner methylierungs-
bedingten Stilllegung unterliegen kann. Als problematisch erwies sich dabei die
Tatsache, dass die Sequenz des CMV-Promotors multiple Bindestellen fir Trans-
kriptionsfaktoren enthalt. Ein Austausch von Nukleotiden zur Eliminierung von
CpG-Dinukleotiden generiert so veranderte Transkriptionsfaktorbindestellen, die
maoglicherweise nicht mehr funktionell bzw. in ihrer Funktionalitdt beeintrachtigt
sind (Zhang et al., 1995; Deng et al., 2001; Tanaka et al., 2005). Daher wurde ein
kombinatorischer Ansatz zur Generierung CpG-freier CMV-Promotorvarianten
gewahlt (siehe C.2.1.1.5).

Als Mal3 fur die Promotorstarke der funktionellen, CpG-freien Promotorvarianten
wurde in transienten und stabilen Expressionsstudien die Autofluoreszenz der
GFP-Reporterkonstrukte bestimmt. Dabei zeigte sich fur alle CpG-depletierten
Promotoren verglichen mit dem konventionellen CMV-Konstrukt eine deutliche
Verringerung der Expressionsleistung. Dennoch entsprach das am besten
exprimierende CpG-freie Promotorkonstrukt hinsichtlich seiner vermittelten Trans-
genexpression dem SV40-Promotor, welcher eine Komponente vieler eukaryonti-
scher Expressionsplasmide darstellt. In Ubereinstimmung mit Daten anderer
Arbeitsgruppen, zeigte sich, dass das SV40-abgeleitete Promotorkonstrukt im
Vergleich zu dem herkdbmmlichen CMV-Pendent nur etwa die Halfte der
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Expressionsleistung erbrachte (Foecking et al., 1986; Ponder et al., 1991; Guo et
al., 1996).

Zur Generierung komplett CpG-freier Promotorvarianten wurden zunéchst partiell
CpG-freie Promotorchimaren etabliert, bei denen der vordere 5 Bereich (A-
Bereich), der mittlere Teil (B-Bereich) oder das endstandige 3" Drittel (C-Bereich)
der Promotorsequenz CpG-depletiert wurde (siehe C.2.1.1.5). Bei der
Charakterisierung dieser chimaren Konstrukte beztiglich ihrer Promotorleistung
zeigte sich, dass im mittleren Drittel (B-Abschnitt) der Promotorsequenz einge-
fuhrte Nukleotidaustausche zu einer Verringerung der Promotorstarke fuhrten. Die
Eliminierung von CpG-Dinukleotiden im 5° oder 3" proximalen Sequenzbereich
bedingte jedoch keine Veranderung der Reporteraktivitat. Diese Beobachtung
impliziert eine wichtige Funktion des mittleren B-Bereichs, welche durch die
angrenzenden Sequenzabschnitte nicht kompensiert werden kann. Tatsachlich
befinden sich in dem internen B-Abschnitt mehrere der 19bp-Wiederholungs-
elemente (siehe Abbildung D.2 und A.8), welche laut Literaturangaben ausschlag-
gebend flur eine starke, konstitutive Expression sind (Boshart et al., 1985; Stinski
et al., 1985). Denkbar ist zudem, dass durch Modifikation des mittleren
Sequenzabschnittes wichtige TF-Erkennungssequenzen zerstort bzw. in ihrer
Affinitat zu dem jeweiligen Bindungspartner beeintrachtigt werden. Durch CpG-
Depletion im A- oder C-Bereich wurde die Promotoraktivitdt des jeweiligen
chimaren Ausgangskonstruktes jedoch nicht beeinflusst. Mdoglicherweise
tubernehmen in diesem Fall in anderen Bereichen der Promotorregion lokalisierte
TF-Erkennungssequenzen die Funktion der zerstérten Elemente und Bindestellen
im 5” bzw. 3" proximalen Bereich. Eine Ubersicht lber die multiplen, im Bereich
des CMV-Promotors auftretenden Erkennungssequenzen fur Trankriptionsfaktoren
gibt Abbildung D.2. Die Anzahl und Position der in der Promotorregion
vorhandenen Wiederholungselemente kann Abbildung A.8 enthommen werden.

Sequenz des CMV-Promotors

A-Bereich
1 gt t aATCGAT GTTGACATTG ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGS
Spl
61 TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC GTTACATAAC TTRCG GGCCCGCT
Spl CRE B-Bereich

121 GGCTGACGC C(AACGACCO:(IE ﬁi‘l‘l’G ACGI CAATAA |GACGTATGT TOCCATAGTA

181  ACGCCAATA A TR A TOMAT GGAGT ATTTACGGTA AACTGCCCAC

CRE
241 TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGOCA AGTACGCOCC CTATTGACGI CAATGATRE

301 GGCCOG OCTGGCATTA TGCCCAGTAC ATGACCTTAT TACTTGGCAG
361  TACATCTAGCG TATTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTAC4TCMT

421 GGGCé'I?gg,CAhT AGCGGTTTGA CTCAC AAGTC TCCACCCCAT TGACGTCANT
481  [GGBAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCAAC AA AATGTCGTAA CAACTCEGGE

CAAAT-Element Spl GT-Box TATA-Box
541 | CCATTGACG AAATGqBGCGG'AGGGTGTA CGGTGGGAGICTATATAAG CAGAGCTEC

601 tc

Abbildung D.2: Transkriptionsfaktorbindestellen im CMV-Promotor. In der Promotorregion
lokalisierte Elemente und Erkennungssequenzen fir Transkriptionsfaktoren sind strukturell
gekennzeichnet bzw. farblich markiert. Sp1: hellblau, non-consensus-Bindestelle fir Sp1(GT-Box):
dunkelblau, CREB: rot, NFkB: orange, YY1: turkis; AP1: unterstrichen; CAAT-Element und TATA-
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Box: griin. Kopien des 19-bp-Wiederholungselements sind eingeranmt. Aus Ubersichtsgriinden
sind die 17-, 18- und 21-bp-Wiederholungselemente nicht aufgefiihrt, sondern ihre Anordnung
kann Abbildung A.8 entnommen werden (Boshart et al., 1985; Moens et al., 2001; Meier et al.,
1996). Der vordere Sequenzabschnitt (A-Bereich) und die 3"-randstandige Sequenz (C-Bereich)
sind normal gedruckt, wahrend die Sequenz des mittleren B-Bereichs kursiv dargestellt ist.

Auch ein in der Literatur beschriebener CpG-freier CMV-Promotor, dessen CpG-
Dinukleotide systematisch durch TpG ersetzt wurden, weist eine geringere
Promotorstarke auf als die herkdbmmliche CMV-Version (Yew et al., 2002). Der
CpG-depletierte CMV-Promotor erreichte im stabilen Expressionssystem jedoch
eine hohere Reporteraktivitat als die in dieser Arbeit etablierten CpG-freien
Promotorvarianten. Moglicherweise wurde die regulatorische Funktion des
Elements durch den systematischen Austausch eines Nukleotides (C zu T)
weniger beeintrachtigt als durch den Einsatz randomisierter Oligonukleotide mit
zwei degenerierten Positionen. Dennoch wurde in dieser Arbeit eine CpG-freie
Promotorvariante etabliert, welche eine um den Faktor zwei geringere
Expressionsleistung zeigte wie der CMV-Promotor, der zu den starksten derzeit
bekannten viralen Promotoren zahlt (Loser et al.,1998).

Bei der Diskussion der generierten Daten muss zudem bericksichtigt werden,
dass ein moglicher positiver CpG-Effekt durch Beeintrdchtigung cis-aktiver
regulatorischer Elemente Uberlagert werden kann. Weder fur den herkémmlichen
CMV-Promotor noch fur die CpG-freien Konstrukte konnte aber in dieser Arbeit
eine Verringerung bzw. Abschaltung der Genexpression in Zellkultur beobachtet
werden. Mdoglicherweise tritt dieser Effekt in vivo bzw. bei Verwendung anderer
Zelllinien verstarkt auf.

D.2.3 Funktionalitdt CpG-freier BGH Polyadenylierun  gssignale

Im Rahmen der Arbeit wurden neben CpG-freien CMV-Promotorvarianten (siehe
D.2.2) und einer CpG-reduzierten Form des puC origin of replication (D.2.1) auch
CpG-depletierte Versionen des BGH Polyadenylierungssignals entwickelt. Unter
Verwendung degenerierter Oligonukleotide wurden mehrere CpG-freie BGH P(A)-
Signale hergestellt, und anschlieRend in transienten und stabilen Zellkulturexperi-
menten hinsichtlich ihrer Funktionsfahigkeit analysiert. Dabei erwiesen sich alle
CpG-depletierten P(A)-Varianten als funktionell und zeigten eine mit dem
herkdbmmlichen BGH Polyadenylierungssignal vergleichbare Transgenexpression.
DarlUber hinaus konnte in transienten und stabilen Zellkulturexperimenten je eine
CpG-freie P(A)-Version ermittelt werden, welche mit einer héheren Expressions-
leistung assoziiert war als das unveranderte BGH P(A)-Signal.

In transienten Expressionsanalysen generierte Daten sind abhangig von multiplen
Faktoren wie z.B. der eingesetzte DNA-Charge, dem Zustand bzw. der
Passagenzahl der Zellen, der Zusammensetzung verwendeter Reagenzien sowie
dem Experimentator. Um ausgewahlte P(A)-Signale quantitativ hinsichtlich ihrer
erreichten  Expressionsleistung zu analysieren, wurden daher stabile
Zellkulturexperimente durchgefuhrt. Dabei erreichte eine CpG-freie BGH P(A)-
Variante eine bessere Transgenexpression als das herkdmmliche BGH-Signal.
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Zudem vermittelte sowohl das CpG-freie BGH P(A)-Signal als auch sein
unverandertes BGH P(A)-Pendent eine etwa doppelt so hohe Reporteraktivitat wie
ein Referenzkonstrukt mit SV40 P(A)-Signal. Diese Beobachtung stimmt mit Daten
aus der Literatur tberein, wonach das BGH P(A)-Signal im Vergleich zum SV40-
Konstrukt eine mindestens doppelt so starke Expressionsleistung in vitro sowie in
vivo vermittelt (Yew et al., 1997; Xu et al., 2002).

Aus dem Nukleinsaurevergleich der CpG-depletierten P(A)-Signale (siehe F.2.1)
geht hervor, dass das AAUAAA-Signal (Proudfoot, 1989), welches fir eine 3
Prozessierung und Polyadenylierung der RNA von erheblicher Bedeutung ist
(siehe A.2.2) bei den einzelnen Konstrukten nicht verandert wurde. Daher ist es
naheliegend, dass alle untersuchten Polyadenylierungsversionen sich als funktio-
nell erwiesen und im Vektorkontext eine dem unverdnderten BGH P(A)-Konstrukt
vergleichbare Reporterexpression gewahrleisteten. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden nicht nur CpG-minimierte, regulatorische Komponenten wie das BGH
P(A)-Signal etabliert, sondern auch kodierende Vektorelemente hinsichtlich ihres
CpG-Gehalts minimiert.

D.2.4 Funktionalitédt CpG-freier Resistenzgene

Fur die bakteriellen Resistenzmarker Ampicillin bzw. Kanamycin wurden CpG-
depletierte Genvarianten hergestellt und auf ihre Funktionalitdt hin Gberpruft.
Sowohl die fir Amp- als auch die fur Kana-kodierende, CpG-freie Genversion er-
maoglichte im Vektorkontext eine funktionelle Selektion des Plasmids in Bakterien.
Quantitative Vergleichsaussagen hinsichtlich produzierter Proteinmenge bzw. vor-
liegender Wachstumskinetik wurden im Laufe dieser Arbeit nicht generiert, da die
Funktionalitéat als essentielles Kriterium bereits nachgewiesen wurde.

Zusatzlich zu den zwei bakteriellen Resistenzgenen wurde eine CpG-depletierte
Form des eukaryontischen Hygromycinresistenzgens produziert, das in vielen
Vektorsystemen die Selektion stabil transfizierter Zellklone gewahrleistet. Auch
das CpG-freie, eukaryontische Resistenzgen wurde im CpG-reduzierten
Vektorkontext auf seine Funktionalitdt hin in Zellkultur untersucht. Dabei zeigte
sich, dass bei Verwendung der CpG-freien Hygromycin-Variante keine stabilen
Zelllinien generiert werden konnten. Ein Austausch des CpG-freien
Hygromycinresistenzgens durch das herkdmmliche Pendent erméglichte ebenfalls
keine Etablierung von rekombinanten Zellen. Aus klonierungstechnischen
Grinden wurde am 5" Bereich der fur Hygromycin kodierenden Sequenz jedoch
eine zusatzliche Schnittstelle (6 bp) angefligt, die in herkdmmlichen Plasmiden
nicht vorhanden ist. Daher stellte sich die Frage, ob durch die zusatzlich angeflgte
Schnittstelle der Mechanismus der FRT-vermittelten Integration (siehe B.1.3.1) an
sich beeintrachtigt sei. Zur Klarung dieser Frage wurde im verwendeten, CpG-
reduzierten Vektor die komplette Hygromycinresistenzkassette gegen den
analogen Sequenzbereich des kauflichen Ausgangsvektors ausgetauscht, welcher
im 5° Bereich der kodierenden Region keine Schnittstelle aufweist. Mit dem so
erhaltenen Vektorkonstrukt konnten anschlieRend stabile Hygromycinresistenz
vermittelnde Zellen generiert werden. Um zu analysieren, ob sich auch der
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anfangs untersuchte CpG-reduzierte Vektor nach Entfernen der zuséatzlichen
Schnittstelle als funktionell erweisen wirde, wurde die den 5 Bereich des
Hygromycingens flankierende Schnittstelle via F-PCR aus dem Vektorkontext
eliminiert. Die Verwendung des resultierenden Vektorkonstruktes ermdglichte
jedoch keine Etablierung rekombinanter, stabiler Zelllinien.

Somit lasst sich Uber die Funktionalitadt des CpG-freien Hygromycinresistenzgens
keine eindeutige Aussage treffen. Wie im Laufe dieser Arbeit jedoch gezeigt
werden konnte, weisen CpG-depletierte Transgene in eukaryontischen Expres-
sionssystemen eine weitaus geringere Antigenproduktion auf als ihre CpG-
haltigen Pendents (siehe C.4.1). Somit liegt die Vermutung nahe, dass auch die
CpG-freie Version des Hygromycingens in Zellkultur ein geringeres Expressions-
niveau bedingt als die CpG-haltige Genvariante. Folglich ist denkbar, dass das
synthetisch generierte Hygromycinkonstrukt an sich funktionell ist, aber die in der
Zelle vorliegende Hygromycinkonzentration zu gering ist, um eine Resistenz zu
vermitteln. Welchen Einfluss dartber hinaus CpG-reduzierte Vektoren auf die
jeweilige Transgenexpression ausuben, wurde in transienten sowie stabilen
Expressionsanalysen untersucht.

D.3 CpG-Reduktion im Vektorrickgrat fuhrt zu erhdht er
Transgenexpression

D.3.1 Erh6hung der Expression in transienten Studie  n

Bekannt ist, dass im Vektorrickgrat lokalisierte CpG-Dinukleotide durch Auslésen
entziindlicher Reaktionen (Reyes-Sandoval et al.,, 2004) die Expression
eingebrachter Transgene in vivo beeintrachtigen (Yew et al., 2002; Hodges et al.,
2004). In der Literatur gibt es jedoch keinerlei Hinweise darauf, dass im Plasmid
befindliche CpG-Dinukleotide auch in vitro die Expressionsstarke eines Transgens
beeinflussen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden die einzelnen unter
C.2.1 beschriebenen, funktionellen sowie regulatorischen Vektorkomponenten zu
verschiedenen Plasmiden mit unterschiedlichem CpG-Gehalt kombiniert.
AnschlieRend wurde die transiente Expressionsleistung der generierten CpG-
reduzierten Konstrukte im Vergleich zu einem Referenzplasmid mit konventio-
nellen Vektorkomponenten in Zellkulturexperimenten analysiert.

In Studien mit humanen Lungenkarzinomzellen zeigte sich bei Verwendung
verschiedener Reportergene eine tendenziell starkere Expressionsleistung der
CpG-reduzierten Vektoren im Vergleich zu einem CpG-haltigem Referenz-
konstrukt. Ein CpG-reduziertes Plasmid, welches einen in der Literatur
beschriebenen, CpG-freien CMV-Promotor (Yew et al., 2002) enthalt (siehe
C.4.2), erreichte bei Verwendung von GFP als Reporter ebenfalls ein hdheres
Expressionsniveau als das CpG-haltige Referenzkonstrukt. Im Gegensatz dazu
vermittelte das Vektorrtickgrat mit dem CpG-freien CMV-Promotor eine geringere
p24-Konzentration in Zellkulturexperimenten als die Ubrigen, CpG-reduzierten
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Vektoren (siehe C.4.2). Letztere Beobachtung stimmt mit Daten aus der Literatur
Uberein, wonach fir den CpG-freien CMV-Promotor ein geringeres Expressions-
level detektiert wird als fur das konventionelle CMV-Promotorkonstrukt (Yew et al.,
2002). Da die verwendeten Transgene sich jedoch hinsichtlich ihres CpG-
Gehaltes wesentlich unterscheiden, spielen moéglicherweise transgenspezifische
Faktoren bei der unterschiedlichen Expressionsleistung dieses Plasmids eine
Rolle. Dartber hinaus kann ein positiver CpG-Effekt durch die verringerte
Promotorleistung des CpG-freien CMV-Promotors in mehr oder weniger starkem
Ausmald kompensiert werden.

Die Ergebnisse transienter Expressionsanalysen werden wie bereits erwahnt
(siehe D.2.3) von multiplen Faktoren beeinflusst wie z.B. dem physiologischen
Zustand der verwendeten Zellen, der Zusammensetzung eingesetzter Reagen-
zien, der DNA-Charge und nicht zuletzt der durchfihrenden Person. Im Rahmen
der dadurch verursachten Schwankungen muss eine Vielzahl von Experimenten
durchgeflihrt werden, um statistische Erhebungen zu erméglichen und signifikante
Daten zu generieren. Dennoch erweisen sich transiente Analysen als geeignetes
Auswahlverfahren, um mehrere Kandidaten schnell, effizient und 6konomisch
gunstig hinsichtlich ihrer Expressionshohe zu vergleichen. Nach Auswahl geeig-
neter Vektoren kdénnen diese in einem stabilen Expressionssystem, wie z. B dem
Flp-In System, quantitativ untersucht werden.

D.3.2 Erh6hung der Transgenexpression in stabilen F  Ip-In Zelllinien

Im Gegensatz zur Durchfiihrung transienter Experimente (siehe D.3.1) sind stabile
Expressionsanalysen weitaus zeitaufwendiger bzw. auf bestimmte Zelltypen
beschréankt. Da bei Verwendung des Flp-In Systems jedoch genau eine Kopie des
jeweiligen Vektorkonstruktes in einen definierten genomischen Locus der Zielzelle
integriert, sind die generierten Daten reproduzierbar und unabhéngig von &uf3eren
Faktoren wie DNA-Chargen oder Experimentator. Somit ist ein quantitativer
Vergleich der einzelnen Vektor- oder Transgenkandidaten hinsichtlich ihrer
resultierenden Transgenexpression madglich (Craig, 1988; Sauer, 1994). Eine
einmalige Etablierung rekombinanter Zellklone gewéahrleistet die dauerhafte
Produktion des gewiinschten Transgens, statistische Erhebungen sind daher nicht
erforderlich. Wie aus Kapitel C.5.1 hervorgeht, eignet sich das Flp-In System, um
verschiedene Konstrukte hinsichtlich ihres Expressionsniveaus zu vergleichen, da
in dieser Arbeit generierte Klone eines Konstruktes reproduzierbar einen
identischen genetischen Hintergrund sowie eine unveranderte Expressionsstarke
aufwiesen.

In stabilen Experimenten bestatigte sich die in transienten Studien beobachtete
Tendenz einer positiven Korrelation von CpG-Gehalt im Vektorrickgrat und
resultierender Transgenexpression (siehe C.5.3). Im Vergleich zum Referenz-
konstrukt war fir den CpG-reduzierten Vektor eine etwa 33%-ige Expressions-
steigerung nachweisbar, welche Uber einen Zeitraum von 26 Wochen konstant
gemessen wurde. Auffallend ist dabei, dass der transient nur als Tendenz
beobachtetet CpG-Effekt in stabilen Zelllinien verstarkt auftritt. Eine verbesserte
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Expressionsleistung CpG-reduzierter Plasmide in Zellkultur ist von besonderer
Relevanz, da therapeutisch eingesetzte Proteine und Antikorper wie Cytokine,
Gerinnungsfaktoren (VIII & 1X) oder Erythropoietin in zunehmendem Mal3e mittels
stabiler Zelllinien hergestellt werden (Rader, 2003). Zudem stellen die in dieser
Arbeit verwendeten, hoch exprimierenden CHO-Zellen ein weit verbreitetes
eukaryontisches Produktionssystem zur heterologen Expression rekombinanter
Antigene dar (Vernon et al., 2004). Um wirtschaftlich zu arbeiten, d.h. Zeit, Kosten
und Aufwand zu minimieren, wird dabei eine maximale Proteinausbeute pro Zelle
angestrebt. Eine Erhdhung der stabil exprimierten Proteinmenge, die auch Uber
einen langeren Zeitraum erhalten bleibt, ist daher fur die Antikorper- bzw.
Therapeutikaherstellung von grof3er Relevanz. Somit konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass eine CpG-Reduktion im Vektorriickgrat eine Strategie zur
Verbesserung der stabilen Transgenproduktion darstellt. Dartber hinaus sollte
untersucht werden, ob auch CpG-Maodifizierungen in der kodierenden Region des
Transgens eine veranderte Antigenexpression zur Folge haben.

D.4 CpG-maximierte Transgene weisen eine erhthte Pr otein-
produktion auf

Zusatzlich zu einem fir Expressionszwecke optimierten Vektorrickgrat sollte im
Rahmen dieser Arbeit auch eine Strategie zur Verbesserung der
transgenspezifischen Proteinexpression entwickelt werden. Eine Vielzahl von Stu-
dien in Vertebraten hat belegt, dass eine Methylierung von CpG-Dinukleotiden in
promotornahen Regionen (Kudo et al., 1998; Deng et al., 2001; Li et al., 2004)
einen reprimierenden Effekt auf die Genexpression ausiibt. Dariiber hinaus gibt es
in der Literatur Hinweise, dass auch eine CpG-Methylierung in der kodierenden
Region in bestimmten Geweben zu einem Abschalten der Genexpression fihrt
(Hisano et al.,, 2003; Chevalier-Mariette et al., 2003; Bestor, 2000). Die
.methylierungsbedingte” Repression der Genaktivitdt beruht auf einer Verande-
rung der Chromatinstruktur, welche nachfolgend das Binden der Transkriptions-
maschinerie erschwert und eine Initiation der Transkription verhindert (Deng et al.,
2001). Auch Transkriptionsrepressoren, welche sich spezifisch an methylierte
CpG-Dinukleotide anlagern, sind an diesem Silencing-Prozess beteiligt (Jones et
al., 1998). Daruber hinaus kénnen TF-Bindestellen durch Methylierung von CpG-
Dinukleotiden sterisch blockiert werden, was ebenfalls zu einer Stilllegung der
Transkription fihren kann (Clark et al., 1997; Umezawa et al., 1997; Fujii et al.,
2006).

Da CpG-Dinukleotide anhand multipler Effekte Einfluss auf die Genexpression
nehmen, war es Ziel dieser Arbeit, auch in der kodierenden Sequenz eines
Transgens den CpG-Gehalt zu verdndern, und anschlieend die Expressions-
leistung der CpG-modifizierten Transgenvarianten mit dem Ausgangskonstrukt zu
vergleichen. Erwartet wurde, dass bei der CpG-depletierten Variante eine CpG-
Methylierung sowie ein damit verbundenes Abschalten der Genexpression
unterbleibt und dadurch eine effektive Proteinexpression gewahrleistet wird. Im
Gegensatz dazu sollten das Ausgangskonstrukt und CpG-maximierte Transgen-
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versionen dem Methylierungsprozess unterliegen und eine Abnahme der Antigen-
produktion zeigen.

D.4.1 CpG-maximierte Reportergene vermitteln erhoht e Aktivitat und
Proteinmenge

Anders als erwartet, wies eine CpG-freie Version verschiedener Transgene in vitro
eine schwachere Reporteraktivitat auf als das CpG-haltige Ausgangskonstrukt
(siehe C. 4.1). Dieses Ergebnis wurde sowohl in transienten als auch in stabilen
Expressionsstudien erzielt, wobei unterschiedliche humane Zelllinien sowie CHO-
Zellen verwendet wurden. Im transienten Expressionssystem resultierte die
Eliminierung aller CpG-Dinukleotide aus der kodierenden Region fur GFP in einer
50%-igen Verringerung der GFP-vermittelten Fluoreszenz, wahrend bei
Verwendung von p24 als Antigen die CpG-freie Variante sogar 60% der
Reporteraktivitat einbilRte (siehe C.4.1). Da fur beide Reportergene eine
Korrelation von CpG-Gehalt und detektierter Reporteraktivitat festgestellt werden
konnte, sollte am Beispiel von GFP dieser Zusammenhang naher untersucht
werden. Wie fir das Vektorrickgrat beschrieben (siehe D.3), zeigte sich auch bei
der Untersuchung des Transgens, dass der transient beobachtete CpG-Effekt in
stabilen Expressionsexperimenten verstarkt wurde. So war die mittlere Fluores-
zenzintensitat fur das CpG-depletierte GFP-Konstrukt in stabilen Zelllinien um den
Faktor 6-9 fur CHO-Zellen, bzw. 10-20 fur 293T-Zellen reduziert. Diese Beobach-
tungen implizierten die Frage, ob erhohte MFI-Werte des CpG-haltigen GFP-
Konstruktes durch eine verbesserte Fluoreszenzaktivitat begrindet sind oder auf
dem Vorliegen einer hoheren Proteinmenge basieren. Wie Western Blot-Analysen
zeigten, wurde fur die CpG-haltige GFP-Version eine erhthte Proteinmenge
detektiert. Zudem wurde fir beide GFP-Varianten ausschlieBlich das Voll-
lAngenprotein mit 27 kDa nachgewiesen. Daher kann ausgeschlossen werden,
dass Degradationsprodukte fir die verringerten MFI-Werte des CpG-freien
Konstrukts verantwortlich sind (siehe C.5.1). Auch eine andere Arbeitsgruppe
beschreibt bei Verwendung einer CpG-freien GFP-Variante im Vergleich zum Aus-
gangsprodukt einen Abfall der spezifischen Fluoreszenzaktivitat in vivo bzw. in
vitro (Dalle et al., 2005).

Eine Erh6hung der CpG-Zahl im Transgen fuhrte bei p24 zu einer erheblichen
Steigerung der transienten Antigenexpression verglichen mit dem unmodifizierten
Ausgangskonstrukt. Im Unterschied dazu resultierte eine Maximierung des CpG-
Gehaltes in der kodierenden Region von GFP nicht in einer weiteren Erhéhung der
Proteinproduktion, sondern bedingte eine Reduktion des transienten bzw. stabilen
GFP-Expressionsniveaus. Auch fir die CpG-maximierten Genversionen wurden in
Western Blot-Analysen jedoch keine Degradationsprodukte nachgewiesen (Daten
nicht gezeigt), welche diese Beobachtung erklaren kénnten. Moglich ware aber,
dass bei der maximierten GFP-Variante ein positiver CpG-Effekt durch die
Verwendung seltener Kodons und einer damit verbundenen, verringerten
Translation kompensiert wird. Denkbar ist aber auch eine zellular-vermittelte
Reduktion der Transgenexpression, da GFP in zu hoher Konzentration toxisch fur
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eukaryontische Zellen ist (Liu et al., 1999). Somit wurde eine positive Korrelation
von CpG-Gehalt im kodierenden Bereich und detektierter Reporteraktivitat fest-
gestellt. Ob dieser Zusammenhang auch auf RNA-Ebene gegeben ist, wurde in
realtime PCR-Analysen exemplarisch fiir die GFP-Konstrukte untersucht.

D.4.2 CpG-haltige Transgene weisen erhohte RNA-Meng  en auf

Analog zu den Proteindaten zeichnete sich das CpG-haltige GFP-Konstrukt auch
auf RNA-Ebene durch erhdhte Mengen cytoplasmatischer sowie nuklearer,
transgenspezifischer RNA-Transkripte aus. So wurde fir cytoplasmatische RNA
in relativen Quantifizierungen via Lightcycler eine 7-fach (CHO-Zellen) bzw. 29-
fach (293T-Zellen) erhohte cytoplasmatische RNA-Menge der CpG-haltigen
Transgenversion detektiert. Dariber hinaus wies das CpG-haltige GFP-Konstrukt
in CHO-Zellen im Kern eine 13-fach hohere Menge GFP-spezifischer RNA auf. Da
sich in beiden untersuchten Zelllinien das CpG-haltige GFP-Konstrukt durch
erhohte relative RNA-Mengen auszeichnete, wurde am Beispiel stabiler CHO-
Zellen die absolute Menge transgenspezifischer RNA-Transkripte exemplarisch
bestimmt. Auch hier zeichnete sich ein CpG-haltiges Konstrukt verglichen mit dem
CpG-depletierten Pendent durch das Vorliegen vermehrter RNA-Transkripte aus.
Allerdings wurde fur das CpG-haltige Konstrukt eine 20-fach hohere cytoplasma-
tische sowie eine 14-fach hohere, nukledre RNA-Kopienzahl festgestellt als fur
das Ausgangskonstrukt (siehe C.6.1 und C.6.1). Dass die relativen und absoluten
RNA-Daten nicht vollig Ubereinstimmen, lasst sich folgendermalfien erklaren:

Bei absoluten Quantifizierungsexperimenten wird die transgenspezifische RNA-
Kopienzahl unter Verwendung eines externen Standards errechnet (siehe
B.4.6.3.3). Bei der relativen Quantifizierung hingegen wird fur das jeweilige
Konstrukt die fur eine signifikante Detektion durch den LC bendtigte Zyklenzahl als
Maf fur die zugrunde liegende RNA-Menge ermittelt (siehe B.4.6.3.1). Da in
relativen realtime PCR-Analysen ein Unterschied in der Zyklenzahl von 3,2 bereits
dem Faktor 10 errechneter RNA-Transkripte entspricht, resultieren bereits
minimale Unterschiede in der detektierten Zyklenzahl in erheblich veranderten
RNA-Kopienzahlen (Freeman et al., 1999). So kann erklart werden, warum in
relativen Quantifizierungsexperimenten fur die CpG-haltige GFP-Version eine um
den Faktor 7 bzw. 13 gesteigerte cytoplasmatische bzw. nukledre RNA-Menge
detektiert wurde, wahrend in absoluten Experimenten ein cytoplasmatischer
Faktor von 20 sowie ein nukledrer Faktor von 14 Dberechnet wurde.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die relative Quantifizierung ein
schnelles und effizientes Verfahren darstellt, um Kopienzahlen desselben
Amplikons zu ermitteln. Fur den Vergleich verschiedener Transgene jedoch stellt
die absolute Quantifizierungsmethode mit dem Einsatz externer Standards ein
aulRerst sensitives und valides Nachweisverfahren dar. Unabhangig von der
untersuchten Transgenvariante befanden sich in der nukledren RNA-Fraktion etwa
10-mal mehr transgenspezifische RNA-Kopien als im cytoplasmatischen Anteil.
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Auch das CpG-maximierte GFP-Konstrukt wurde in realtime PCR-Analysen
hinsichtlich seiner RNA-Kopienzahl untersucht. Die Ergebnisse korrelieren mit den
in stabilen Expressionsstudien generierten Daten. So wurde flr die maximierte
Version von GFP im Vergleich zum Ausgangskonstrukt eine 8-fach geringere
cytoplasmatische Transkriptmenge sowie eine 5-fach geringere RNA-Menge im
Kern detektiert. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Reduktion der
Proteinexpression fur das CpG-freie Konstrukt auf das Vorliegen verringerter
nuklearer sowie cytoplasmatischer RNA-Mengen zuriickgefuhrt werden kann.

D.4.3 CpG-optimierte Transgene zeigen keine Untersc hiede hinsichtlich
Kernexportraten, RNA-Stabilitdt oder alternativer Spleissprodukte

Die beobachtete Reduktion GFP-kodierender RNA-Transkripte fur das CpG-
depletierte Konstrukt kann durch verschiedene Faktoren wie z.B. reduzierten
Kernexport, Instabilitdt CpG-freier RNA, Vorliegen alternativer Spleissprodukte
oder geringere Transkriptionsraten bedingt sein. Wie aus Kapitel C.6.2.2
hervorgeht, weisen alle untersuchten GFP-Konstrukte in etwa gleiche Verhéltnisse
von nukleérer zu cytoplasmatischer, GFP-spezifischer RNA auf. Alle drei GFP-
Transkripte werden somit mit der gleichen Effizienz aus dem Kern ins Cytoplasma
ausgeschleust. Daher kann ausgeschlossen werden, dass dem beobachteten
CpG-Effekt ein Kernexportproblem zugrunde liegt (siehe C.6.2.2). Trotz gleicher
Exportrate kdonnen die GFP-spezifischen Transkripte dennoch unterschiedliche
RNA-Stabilitaten aufweisen und somit eine Verdnderung der GFP-vermittelten
Autofluoreszenz bedingen.

Um diese Fragestellung zu adressieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Halbwertszeit der jeweiligen GFP- sowie Hygromycin-spezifischen RNA-
Transkripte bestimmt (Leclerc et al., 2002). Auch hierbei ergab sich kein
Unterschied fir die transgenspezfischen RNA-Stabilitaten der einzelnen GFP-
Konstrukte, wodurch das Vorliegen unterschiedlicher RNA-Transkriptmengen
erklart werden konnte. Allerdings gibt es in der Literatur Hinweise, wonach eine
verbesserte Expression CpG-haltiger Transgene durch die Existenz eines CpG-
reichen RNA-Transkriptes mit stabiler, langsam degradierender Sekundarstruktur
erklart wird. Zudem wird das Fehlen von UpA-Dinukleotiden in der RNA, welche
von Endoribonukleasen gespalten werden, in dieser Veroffentlichung fur die
erhohte Stabilitdt CpG-reicher RNA verantwortlich gemacht (Duan et al., 2003).
Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten GFP-Reportergenvarianten weisen
jedoch einen vergleichbaren TpA-Gehalt auf (siehe C.3.1). Daraus resultiert, dass
das beobachtete CpG-Phdnomen unabhangig vom TpA-Gehalt der kodierenden
Region auftritt. Somit konnten fur die untersuchten GFP-Konstrukte weder
differentielle Kernexportraten noch unterschiedliche RNA-Stabilitaten detektiert
werden. Eine andere Erklarung fur das Vorliegen unterschiedlicher GFP-
spezifischer RNA-Mengen waren differenzierte Speissvorgange bei den verschie-
denen GFP-Transkripten.

Die humanisierte Form von GFP, welche in dieser Arbeit als Ausgangskonstrukt
verwendet wurde, wird laut Literatur nicht gespleisst und enthélt in ihrer Sequenz
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kein Intron (Zolotukhin et al., 1996). Im Zuge der CpG-Modifizierung kénnte die
Sequenz der CpG-depletierten bzw. der CpG-maximierten Transgenvariante
jedoch derart veréandert worden sein, dass das resultierende RNA-Transkript
einem Spleissvorgang unterliegt. Daher wurde fur alle drei analysierten GFP-
Reportervarianten das Vorliegen alternativer Spleissprodukte untersucht. Jedoch
konnten im Rahmen dieser Arbeit fur keines der CpG-modifizierten Transgene
oder das Ausgangsprodukt Spleissprodukte detektiert werden. Da weder Kern-
exportrate, noch RNA-Stabilitit oder unterschiedliches Spleissverhalten eine
Erklarung fur den beobachteten CpG-Effekt liefert, stellt sich die Fragen, ob fur
CpG-haltige Transgene bereits eine erhdhte de novo synthetisierte RNA-Trans-
kriptmenge nachgewiesen werden kann.

D.4.4 CpG-haltige Transgene besitzen eine erhohte Me nge de novo
synthetisierter, transgenspezifischer RNA

Um zu analysieren, ob bereits fur neu synthetisierte RNA ein Zusammenhang von
CpG-Gehalt und vorliegender Transkriptmenge gegeben ist, wurde die
transkriptionelle Aktivitat der stabil GFP exprimierenden Zellen in einem ,nuclear
run-on“-Assay untersucht. Dabei spiegelt dieser Assay den aktuellen Status der
nuklearen Transkription wéahrend eines 30-minitigen Pulses mit Biotin-markierten
Nukleotiden wieder (Heap et al., 2000). Biotin-markierte Nukleotide ermdglichen
eine Isolierung der de novo synthetisierten RNA, welche anschlielend im
Lightcycler bezuglich transgenspezifischer RNA-Transkripte quantifiziert wurden.
Da realtime PCR-Analysen &auf3erst sensitiv sind, eine hohe Reproduzierbarkeit
aufweisen und innerhalb einer Versuchsreihe geringen statistischen
Schwankungen unterliegen, liefert das System sehr fundierte und relevante Daten.
So zeigten die resultierenden Ergebnisse fur das CpG-haltige Konstrukt eine
erhohte de novo RNA-Synthese im Vergleich zur CpG-freien Variante. Analog zu
den auf Expressions- bzw. RNA-Ebene generierten Daten wies die CpG-
maximierte Version von GFP eine zwischen den RNA-Mengen des CpG-
depletierten bzw. unveranderten Konstruktes befindliche Transkriptkopienzahl auf.
Am Beispiel von GFP wurde somit nachgewiesen, dass CpG-haltige Konstrukte
bereits auf transkriptionellem Niveau eine erhdhte Menge transgenspezifischer
RNA-Transkripte besitzen. Diese Beobachtung impliziert, dass eine CpG-
vermittelte Regulation der Genexpression bereits auf der Ebene der Transkription
erfolgt. Unklar ist derzeit allerdings noch, auf welche Weise der CpG-Effekt
vermittelt wird. Eine mdgliche Hypothese, wie die CpG-vermittelte Genregulation
ablaufen konnte, wird in Kapitel D.5 naher erlautert.
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D.5 Hypothese der CpG-basierten Genregulation und A usblick

D.5.1 Arbeitshypothese der CpG-basierten Genregulat  ion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das beschriebene CpG-Phanomen bei stabil
transfizierten 293T-Zellen humanen Ursprungs sowie stabilen rekombinanten
CHO-Zellen, welche vom chinesischen Hamster (Cricetulus griseus) stammen,
beobachtet. Auch in transienten Expressionsstudien mit humanen Lungen-
karzinomzellen (H1299) zeigte sich flr verschiedene Transgene eine Korrelation
von CpG-Gehalt im Leserahmen und resultierender Proteinexpression. In weiteren
Zellkulturexperimenten der Arbeitsgruppe wurde eben dieser CpG-Effekt auch bei
Verwendung nicht-viraler Konstrukte wie z.B. Cytokinen oder Erythropoietin im
transienten sowie im stabilen Expressionssystem detektiert. Am Beispiel von
Erythropoietin wurde im murinen System zudem ein Zusammenhang von CpG-
Gehalt im Transgen und in vivo hervorgerufener Reporteraktivitdt bzw.
Proteinexpression festgestellt (Asli Bauer, Susann Mei3ner, Denijal Kosovac,
unveroffentlichte Daten). Die Applikation viraler sowie nicht-viraler Transgene
sowie der Einsatz verschiedenster Zelllinien sprechen dabei fir einen generellen
Mechanismus der CpG-basierten Genregulation auf transkriptioneller Ebene.

Bei den jeweiligen Expressionskonstrukten wurde unter Beibehaltung der
Aminosauresequenz ausschliel3lich die kodierende Region des Transgens
modifiziert, der Sequenzkontext des jeweiligen Vektorriickgrates wurde nicht
verandert. Der beobachtete CpG-Effekt trat unabh&ngig vom verwendeten
Vektorriickgrat auf und ist somit auf Modifikationen des Transgens
zurtckzufihren. Ein erhohter Methylierungsgrad, wie er in CpG-maximierten
Genen vorliegen kénnte, wird in der Literatur mit einer Repression der Translation
und einer damit verbundenen Verringerung der Expression in Verbindung
gebracht (Bird et al., 1987; Chevalier-Mariette et al., 2003; Hisano et al., 2003). Mit
diesem Modell kann die verstarkte Expressionsleistung CpG-reicher Gene daher
nicht erklart werden. In einer anderen Veroéffentlichung (Duan et al., 2003) wird
nicht das vermehrte Auftreten von CpG-Dinukleotiden, sondern das Fehlen von
TpA-Dinukleotiden in der kodierenden Region fur eine hohere Expression CpG-
reicher Gene verantwortlich gemacht (siehe D.4.3). Auch mit dieser Theorie
stimmen die im Rahmen der Arbeit generierten Ergebnisse nicht Gberein, da die
jeweiligen Transgene trotz vergleichbarem TpA-Gehalt (siehe C.3.1)
unterschiedliche Expressionshdhen aufwiesen. Neben Repressorproteinen, die an
methylierte CpG-Dinukleotide binden, wird in der Literatur jedoch auch ein
Transaktivatorprotein beschrieben, das an unmethylierte CpGs bindet und die
Expression auf transkriptioneller Ebene erhéht (Voo et al., 2000).

Dabei handelt es sich um das 88-kDa grof3e, im Kern lokalisierte CGBP (CpG-
Bindeprotein), welches in der Literatur auch als CFP1 (CXXC finger protein 1)
bezeichnet wird (Lee et al., 2005). Neben einer CXXC-Doméane zur Bindung von
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CpG-haltiger DNA besitzt das Protein auch zwei pflanzliche Homeodomanen,
welche charakteristisch fir Chromatin-assoziierte Proteine und/oder Regulatoren
der Genexpression sind (Carlone et al., 2001; Lee et al., 2001). Das Protein wird
ubiquitar exprimiert, liegt im Genom von Mensch, Maus, Hamster und Ratte sehr
konserviert vor und bindet spezifisch an doppelstrangige-DNA mit mindestens
einem CpG-Dinukleotid. Anhand welcher molekularer Mechanismen eine
Erh6hung der Transkriptionsrate durch CGBP im Einzelnen erfolgt, ist derzeit noch
nicht bekannt. Fir murine, embryonale Stammzellen des Genotyps CGBP-/-
konnte jedoch im Vergleich zur unveranderten Zelllinie ein verringerter CpG-
Methylierungsgrad, sowie eine reduzierte Expression und Aktivitdit von DNMTs
nachgewiesen werden. Zudem wurde unldngst gezeigt, dass CGBP eine
Komponente des Histon-H3-Methyltransferase-Komplexes von S&ugetieren
darstellt. Somit wird fur CGBP in der Literatur die Rolle eines epigenetischen
Regulatorproteins diskutiert, welches die Methylierung von Cytosinresten sowie
die Modifikation von Histonen kontrolliert (Carlone et al., 2005; Lee et al., 2005).
Aufgrund dieser Beobachtungen kdnnte das in dieser Arbeit beobachtete CpG-
Phanomen durch die Existenz des Transaktivators CGBP erklart werden. Unter
Bertcksichtigung der vorhandenen Daten (Voo et al., 2000; Carlone et al., 2000)
wirden CpG-reiche Transgene mehrere Aktivatoren binden und so, wie
beobachtet, eine erhdhte Transkription und damit eine verstarkte Expressions-
leistung hervorrufen. CGBP besitzt (Lee et al., 2001) eine optimale Bindesequenz
der Abfolge (A/C)CpG(A/C), welche fir p24 im CpG-maximierten Gen etwa
dreimal ofter vorkommt, als im Ausgangskonstrukt und im CpG-depletierten
Konstrukt vollig fehlt. Dass die murine Form von CGBP an unmethylierte Plasmid-
DNA, nicht aber an in vitro methylierte DNA bindet, konnte in der Arbeitsgruppe
Wagner bereits gezeigt werden (Asli Bauer, unveroffentlichte Daten).

Auch eine verbesserte Expressionsleistung CpG-reduzierter Plasmide kdnnte mit
dieser Arbeitshypothese in Einklang gebracht werden. So wirden CpG-minimierte
Vektoren eine verminderte Anzahl dieses Aktivators binden, wahrend CpG-haltige
Expressionsplasmide in ihrer Sequenz multiple Bindestellen fiur CGBP besitzen.
Bei Verwendung CpG-haltiger Plasmide wirden die im kodierenden Bereich
benétigten Transaktivatoren somit verstarkt vom Vektorrickgrat gebunden und
stiinden nicht fir eine Aktivierung der Transkription zur Verfligung. Voraussetzung
dabei wére, dass das Protein in der Zelle in physiologischer Konzentration und
nicht im Uberschuss vorliegt. Da bei transienten Transfektionen das
Expressionsniveau durch eine Vielzahl von Plasmiden pro Zelle bedingt wird, ist
eine Konkurrenz von Vekorrickgrat und Transgen hinsichtlich limitiert
vorliegendem Transaktivator durchaus denkbar. Ob jedoch auch das Vorliegen
einer Vektorkopie, wie es bei stabilen (Flp-In) Zelllinien der Fall ist, ausreichend
ist, um dem Transgen die bendtigten Aktivatorproteine kompetitiv zu entziehen, ist
jedoch fraglich.

Wie bei den meisten allgemein giltigen Mechanismen gibt es auch hier
Ausnahmen. So zeigt die CpG-maximierte Version von GFP im Vergleich zu den
anderen in der Arbeitsgruppe untersuchten Transgenen keine verbesserte
Transgenexpression. Allerdings wurde bei diesem Konstrukt der CpG-Gehalt
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inklusive optimaler CGBP-Erkennungssequenzen (25) im Vergleich zum
Ausgangskonstrukt (18) nur um den Faktor 0,5 gesteigert, wahrend bei den
anderen untersuchten Kandidaten die CpG-Zahl und damit auch die Zahl der
optimalen Bindestellen fir CGBP um den Faktor 3-6 erhoht wurde. Eine andere
Erklarung ware, dass bei dem CpG-haltigen Ausgangskonstrukt das ,CpG-
Optimum® bereits erreicht ist, und eine dariber hinaus gehende Erhéhung des
CpG-Gehaltes die Antigenproduktion negativ beeinflusst. Denkbar ist auch, dass
neben einer mdglichen Beteiligung des Aktivatorproteins noch andere Faktoren
bei der CpG-regulierten Beeinflussung des Transkriptionsniveaus eine Rolle
spielen.

D.5.2 Ausblick

Um die Theorie eines an unmethylierte CpG-Dinukleotide bindenden
Transkriptionsaktivators zu erhéarten, misste zunachst der im Vektorriickgrat
sowie im Transgen vorherrschende Methylierungsstatus ermittelt werden, um zu
zeigen, dass die Bindungsvoraussetzungen fir den Transkriptionsaktivator
gegeben sind. Am Beispiel stabiler Zelllinien kann dies mit Hilfe der Bisulfit-
Sequenzierungsmethode erfolgen. Unmethylierte Cytosine werden dabei zu Uracil
deaminiert, wahrend methylierte Cytosine unveréandert bleiben (Frommer et al.,
1992). Auch durch Einsatz von 5-aza-2"-Deoxycytidin, welches Methyltransferasen
inhibiert (Luo et al., 2006), kann eine Beteiligung des Methylierungsprozesses an
der beobachteten CpG-basierten Transkriptionsregulation ausgeschlossen
werden. Weiterhin sollte durch Ausschalten dieses Transaktivators z.B. durch si-
RNAs der beobachtete CpG-Effekt gemildert bzw. ausgeschalten werden kdnnen.
Dartber hinaus kdnnte die Beriicksichtigung optimaler Bindemotive fur CGBP
(Lee et al., 2001) bei der Optimierung von Transgensequenzen Aufschluss Uber
eine Beteiligung dieses Proteins an der Modifizierung der Expressionshdhe geben.
Auch eine Titration des CpG-Gehaltes in der kodierenden Region verschiedener
Transgene kann Informationen Uber mogliche Sattigungseffekte  der
Transkriptionsaktivierung via CGBP liefern. Neben genetischen Untersuchungen
kénnen auch biochemische Experimente zur Aufklarung der Physiologie des
Transaktivatorproteins beitragen.

Dariber hinaus sollte eine weitere CpG-Minimierung der Vektorkonstrukte
angestrebt werden. Dazu koénnte z.B. die CpG-freie Version des
Polyadenylierungssignals BGH_ATA in das Vektormodul eingesetzt werden. Die in
dieser Arbeit etablierten, CpG-freien Promotorvarianten kénnten mit Elementen
des in der Literatur beschriebenen CpG-freien Promotors (Yew et al.,, 2002)
kombiniert werden, um die Promotorstarke zu erhéhen. Anschliel3end kdonnte das
resultierende Promotorkonstrukt ebenfalls in die Vektorplattform integriert werden.
Auch eine chimare Promotorvariante aus partiell CpG-depletierten CMV-
Konstrukten, die eine dem herkdmmlichen Konstrukt vergleichbare Expression
hervorrufen, und Teilen des etwas schwacher exprimierenden CMV_TG-
Promotors ware denkbar. Zudem koénnten die bestehenden Vektormodule zur
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Steigerung der Proteinausbeuten mit konventionellen, expressionssteigernden
Elementen, wie unter D.1.1 beschrieben, versehen werden.

Ungeachtet des zugrunde liegenden Mechanismuses stellt die CpG-Modifizierung
in Vektorrickgrat und Transgen eine effektive Strategie zur Verbesserung der
Transgenexpression dar. Daher sollte dieses Vorgehen bei der rationalen
Konzeption DNA-basierter Therapeutika sowie bei der effektiven Produktion
rekombinanter Proteine zukiinftig in Betracht gezogen werden. Durch Kombination
CpG-reduzierter Plasmide mit bestimmten immunmodulatorischen Elementen
konnen schlie3lich anwendungsspezifische Sequenzanforderungen an das
Vektorriickgrat evaluiert und definiert werden.
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Anhang

F.1 Oligonukleotide

Samtliche Oligonukleotidsequenzen sind in 5°'- 3'-Orientierung angegeben. Zur
Herstellung synthetischer Gene verwendete Oligonukleotide werden aufgrund ihrer
grof3en Anzahl nicht aufgefihrt, sondern kdnnen den kodonoptimierten Sequenzen
(siehe F.2.1) entnommen werden.

F.1.1 Oligonukleotide zum Aufbau der Vektoren

Name: Seguenz:

CMV_Kpn_pf GTTAGGTACCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAG

CMV _pb GAATGAGCTCTGCTTATATAGACC

BGH_GDintpf GTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAA
ATGAGGAAATTGCATDGCATTGTCTGAGTAGG

BGH_WGpf TACTGTTAACCAGTGTTTAAACCTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGT
TTGCCCCTCCCCWGTGCCTTCCTTGACCCTGG

BGH CWpb TAGTGAGCTCGATACCCGGGCCATAGAGCCCACWGCATCCCCAGCATGCC

CMV_intL1 pf ACTTTCCAAAATGTCGTAACAACT

orimL1L2pb TTCCTGGCCTTTTGCTGGCCT

CMV_pf CAAAGGTACCGTTAATCGATGTTGACATTGATTATTGACTA

BGH_pf CTT AGAGCT CCAGTG TTT AAA CCT GTG CCT TCT AGT TGC CAG

BGH_pb CAA AGG TAC CGA TAC CCG GGC CAT AGA GCC CAC CGC ATC

oriXE_pf GTCACCCGGGTAGTGAATTCATGTGAGCAAAAGGC

OriCB_pb GATCTTTTCTACGGGAGATCTGTCAATCGATAGCT

referenz_oripf

TCAGATGCATCCGTACGTTAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA

referenz_ BGHpb

AGTCATGCATCCATAGAGCCCACCGCATCCCCA

AmpA_m4 TCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCACTGAGTA

AmpC_L9 AACCTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGAT
110_X/E_pf TACTGAATTCATGTGAGCAAAAGGCCAGC

110 _X/E_pb AGTAGAATTCACTACCCGGGCCATAGAGCCCACCG

BGH_F1pf GAGTTTAAACCTGTGCCTTCTAG

BGH_F1pb CTAGAAGGCACAGGTTTAAACTCGAGGCTGATCAGCGGGTTTA
BGH_F2pf GCTTCTGAGGCGGAAAGAAC

BGH_F2pb GTTCTTTCCGCCTCAGAAGCCCGGGCCATAGAGCCCACT
773A_pf GAACGAGCTCTCTGGCTAACT

SV40P(A)_pf TGAGGATCCACTGGTTTAAACAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATG

SV40P(A) pb

AGTACCCGGGCAGACATGATAAGATACATTG

CMVsyn bla Fpf

GATGTACTGGCCAGATATACTAGGTACCGTTGACATTGATTATTG

CMVsyn bla Fpb

CAATAATCAATGTCAACGGTACCTAGTATATCTGGCCAGTACATC
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SV40prom_pf

GATCGGTACCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGG

SV40prom_pb

CTCAGAGCTCGAGCTTTTTGCAAAAGCCTAGG

p24 pf ACTAGGTACCATCTAAGCTTATGCCCATCGTGCAGAACATCCA
p24_pb TCAAGAGCTCGACTGGATCCTATTACAGCACCCTGGCCTTGTGGC
FRT_pf CGGATCTGATCAGCACGTGATG

FRT_pb GTTTTCCCAGTCACGACGTTG

hu/E019_pf AAGCTTGCCACCATGGTG

hu/E019 pb GGATCCTATCACTTGTACAGCTC

GFPmax_pf ATGGTGTCGAAGGGCGAGG

GFPmax_pb CTATCACTTGTACAGCTCGTCC

huGFP_pf GTACGGTACCTACGAAGCTTGCCACCATGGTGAGCAAGGG
huGFP_pb ACGAGCTGTACAAGTAATAGGATCCTACTGAGCTCTACT

F.1.2 Oligonukleotide zur Generation CpG-freier Prom

otorkonstrukte

AB1_Fpf CCCAATTACCCCTTCCCATTGATATCAATAATGATATATG
AB1_Fpb CATATATCATTATTGATATCAATGGGAAGGGGTAATTGGG
AB2_Fpf CCCAATTACCCCTTCCCATTGAGATCAATAATGATATATG
AB2_Fpb CATATATCATTATTGATCTCAATGGGAAGGGGTAATTGGG
B1C3_Fpf GATGTAGTTTTGGCAGTACATCAATGGACTGGATAGTGTTTG
B1C3_Fpb CAAACACTATCCAGTCCATTGATGTACTGCCAAAACTACATC
B1C4_Fpf GATGTAGTTTTGGCAGTACATCAATGGGTCTGGATAGGTGTTTG
B1C4_Fpb CAAACACCTATCCAGACCCATTGATGTACTGCCAAAACTACATC
B1C7_Fpf GATGTAGTTTTGGCAGTACATCAATGGGGCTGGATAGTAG
B1C7_Fpb CTACTATCCAGCCCCATTGATGTACTGCCAAAACTACATC
B2C3_Fpf GATGGTGTTTTGGCAGTACATCAATGGACTGGATAGTGTTTG
B2C3_Fpb CAAACACTATCCAGTCCATTGATGTACTGCCAAAACACCATC
B2C4_Fpf GATGGTGTTTTGGCAGTACATCAATGGGTCTGGATAGGTG
B2C4_Fpb CACCTATCCAGACCCATTGATGTACTGCCAAAACACCATC
B2C7_Fpf GATGGTGTTTTGGCAGTACATCAATGGGGCTGGATAG
B2C7_Fpb CTATCCAGCCCCATTGATGTACTGCCAAAACACCATC

F.1.3 Fir realtime PCR-Analysen verwendete Oligonuk  leotide
GFPint142 pf CCCTGAAGTTCATCTGCACC

GFPint516 pb GATCTTGAAGTTCACCTTGATG

hygrint385 pf GAGCGGGTTCGGCCCATTC

hygrint754 pb GTATTGGGAATCCCCGAACATCG

GFPmax165 pf |CGGCAAGCTGCCCGTGCC

GFPmax520 pb |CTGCCGTCCTCGATGTTGTG




Anhang 121
actin_pf GGTGGGCATGGGCCAGAAGG
actin_pb CGCGTAGCCCTCGTAGATGG

F.2 Sequenzvergleiche

Die Sequenzen der einzelnen Vektorelemente sind entsprechend dem finalen PCR-
Produkt angegeben. Start- und Stoppkodons sowie funktionelle Bereiche (z.B. Pro-
motoren, Polyadenylierungssignale) sind fettgedruckt, Restriktionsschnittstellen sind
eingerahmt. Positionsangaben beziehen sich jeweils auf die nachfolgende Sequenz.
CpG-Dinukleotide werden durch graue Schraffur hervorgehoben und die Koczak-
Sequenz kursiv dargestellt. Weiter sind terminale Uberhange durch graue Kleinbuch-
staben gekennzeichnet.

F.2.1 Nukleinsduresequenzvergleiche

Amp-Alignement: Amp_72 (pc5) vs. Amp 1 (02-774)

285-383: bl a-Promotor;

dal (5),
72 pcS5
Amp_1
Anp_72 pch
2 pch
2 pch
2 pch
72 pc5
Amp_72 pc5
Amp_72 pc5

Amp_72 pc5

Bgl Il (225), Nsil (279), Scal (384), Scal (694), Hpal (1250), Bgl Il (1400);

o R N PR IR R I E IR [P IR (R
5 15 25 35 45 55

gt cc|ATCGAT] TAGTATATCT GGCCAGTACA TCTCCAAGCA GTGCAAAAGG CCTAACCCTA
---------- GOGTATATCT GGOCCGTACA TCGCGAAGCA GCGCAAAACG CCTAACCCTA

SN R B FRER B ER ISR NP BRI [F BN R
65 75 85 95 105 115

AGCAGATTCT TCATGCAATT GTAGGTCAAG CCTTGCCTTG TTGTAGCTTA AATTTTGCTA
AGCAGATTCT TCATGCAATT GITCGGTCAAG CCTTGCCTTG TTGTAGCTTA AATTTTGCTC

N FEEEY B EEEE BT PR B P IR R I R
125 135 145 155 165 175
GCCCACTACT CAGTGACCTC CAACACACAA GCAGGGAGCA GATACTGGCT TAACTATGAG
GCGCACTACT CAGOGACCTC CAACACACAA GCAGGGAGCA GATACTGGCT TAACTATGCG

N RS B R N FEE IR P I R I R
185 195 205 215 225 235
GCATCAGAGC AGATTGTACT GAGAGTGCAC CATAGGGGAT TGGGAGAACT CCCTATCAGT
GCATCAGAGC AGATTGTACT GAGAGTGCAC CATAGGGGAT CGGAAGATCI] CCOGATCCGT

e T e I N R RPN [P NI [P NN [P
245 255 265 275 285 295
CAATTTCAGG TGGCACTTTT CAGGGAAATG TGAGCTGAAT GCATIACCCCTATTTGTTTAT
CGACGTCAGG TGGCACTTTT CGGGGAAATG TGOBOGGA- - - - - - - ACCCCTATTTGTTTAT

Y FREES BT EPER PR FEE B FEE T R I R
305 315 325 335 345 355
TTTTCTAAAT ACATTCAAAT ATGTATCCGC TCATGAGACA ATAATGE TAAATGCTTC
TTTTCTAAAT ACATTCAAAT ATGTATCCGC TCATGAGACA ATAATGE TAAATGCTTC

N EREES BT EPER PR FEE R PR I R I
365 375 385 395 405 415
AATAATATTG AAAAAGGAAG ABGTACTIA TGAGTATTCA ACATTTCAGA GITGCCCTTA
AATAATATTG AAAAAGGAAG AGT- - - - A TGAGTATTCA ACATTTCCGT GTCGCCCTTA

R EEREY EEREEY FFEE PR PR B FEEE B FEEE R P
425 435 445 455 465 475
TTCCCTTTTT TGCTGOCTTT TGCCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAAACC CTGGTGAAAG
TTCCCTTTTT TGOGGCATTT TGOCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAAACG CTGGTGAAAG

R FEREY EEREEY FFER PR PR BN PR B FEEEY BT P
485 495 505 515 525 535
TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAA GAGTGGGITA CATTGAACTG GATCTCAACT
TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAC GAGTGGGTTA CATCGAACTG GATCTCAACA
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N FEREY EEREE FEERS PR FEEE B PR B FEREY BT P
545 555 565 575 585 595
CTGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTAGACCAG AAGAAAGATT TCCAATGATG AGCACCTTTA
GCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTCGOCCOG AAGAACGTTT TCCAATGATG AGCACTTTTA

A REEEY BTN PR BN PR BTN PR IR PR B P

605 61 62 63 64 65
1 AAGTTCTGCT ATGTGGTGCA GTATTATCCA GAATTGATGC TGGGCAAGAG CAACTGGGTA
pc5  AAGTTCTGCT ATGTGGOGCG GTATTATCCC GTATTGACGC CGGGCAAGAG CAACTCGGTC

S EEERY BEEEEY EEREY BT FREEE R PR BT FEEE B R
665 675 685 695 705 715
GAAGAATACA CTATTCTCAG AATGACTTGG TTGAGTACAG TCCAGTCACA GAAAAGCATC
GCOGCATACA CTATTCTCAG AATGACTTGG TTGAGIACTIC ACCAGTCACA GAAAAGCATC

[

e S ERER
765 775
CATAACCATG AGTGATAACA
CATAACCATG AGTGATAACA

Y EREES EERETY FR
825 835
GGAGTTGACT GCTTTTTTGC
GGAGCTAACC GCTTTTTTGC

Y EREES BT EP
885 895

pc5

pc5

el
725
TTACAGATGG
TTACGGATGG

el
785
CTGCTGCCAA
CTGOGGCCAA

el
845

T EREES EEEEEY EEET BT P
735 745 755
CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC
CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC

T EREES Y EEET BT EP
795 805 815
CTTACTTTTG ACAACCATTG GAGGACCAAA
CTTACTTCTG ACAACGATCG GAGGACCGAA

Y EREES BT EP -
855 865

pc5

2 pch

o]
875

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

ACAACATGCEG
ACAACATCCG

AR
905
TACCAAATGA
TACCAAACGA

coe e
965
TATTAACTGG
TATTAACTGG

ol
1025
CAGATAAAGT
CGGATAAAGT

el
108
ATAAATCTGG
ATAAATCTGG

el
114
GTAAGCCCTC
GTAAGCCCTC

coe
120
GAAATAGGCA
GAAATAGACA

ol
1265
CAGACCAAGT
CAGACCAAGT

ol
1325
GGATCTAGGT
GGATCTAGGT

el
138
GGTTCCACTG
CGTTCCACTG

TGATCATGTA
GGATCATGTA

coe e
915
TGAGAGGGAC
CGAGOGTGAC

coe e
975
TGAACTGCTT
CGAACTACTT

ol
1035
TGCAGGACCA
TGCAGGACCA

el
109
AGCAGGTGAG
AGCCGGTGAG

el
115
CAGGATTGTA
CCGTATCGTA

ol
121
GATTGCAGAG
GATCGCTGAG

ol
1275
TTACTCATAT
TTACTCATAT

ol
1335
GAAGATCCTT
GAAGATCCTT

el
139
AGAGTCAGAC
AGCGTCAGAC

ACTAGCCTTG ATAGATGGGA

ACTCCCCTTG

co e
925
ACCACCATGC
ACCACGATGC

coe e
985
ACTCTAGCTT
ACTCTAGCTT

ol
1045
CTTCTGAGGT
CTTCTGOGCT

el
110
AGAGGGTCTA
CGTGGGTCTC

el
116
GITATCTACA
GITATCTACA

coe
122
ATTGGTGCCT
ATAGGTGCCT

ol
1285
ATACTTTAGA
ATACTTTAGA

ol
1345
TTTGATAATC
TTTGATAATC

el
140
AGAT

ATCGTTGGGA

o
935
CTGTAGCAAT
CTGTAGCAAT

coe e
995
CCAGACAACA
CCOGGCAACA

ol
1055
CTGCCCTTCC
CBGCOCTTCC

el
111
GAGGTATCAT
GCGGTATCAT

ol
117
CCACAGGCAG
CGACGGGEAG

coe
123
CATTGATTAA
CACTGATTAA

ol
1295
TTGATTTAAA
TTGATTTAAA

ol
1355
TCATGACCAA
TCATGACCAA

ACCAGAGCTG AATGAAGCCA
ACCGGAGCTG AATGAAGCCA

A EEREY EERETE FEEE
945 955
GGCAACAACC TTGAGGAAAC
GGCAACAACG TTGOGCAAAC

RN FEREY EERETE PR
1005 1015
ATTAATAGAC TGGATGGAGG
ATTAATAGAC TGGATGGAGG

RN FERE] EERETE PR
1065 1075
AGCTGGCTGG TTCATTGCAG
GGCTGECTGG TTTATTGCTG

N PERES BT PR
112 113
TGCAGCACTG GGGCCAGATG
TGCAGCACTG GGGCCAGATG

N PERES BT PR
118 119
TCAGGCAACC ATGGATGAGA
TCAGGCAACT ATGGATGAAC

SO PETEY BT PPN
124 125
GCATTGGTAA [GTTAAGCTGT
GCATTGGTAA ------ CTGT

SR FEREY EERET PR
1305 1315
ACTTCATTTT TAATTTAAAA
ACTTCATTTT TAATTTAAAA

RN FEREY EERETE PR
1365 1375
AATCCCTTAA CATGAGITTT
AATCCCTTAA CGTGAGTTTT
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Hygr-Alignement: Hygr 174 (pc5) vs. Hygr 1 (02-772)

293 — 340: FRT — Element; 1524 — 1654: SV 40 Polyad enylierungssignal

Xmal (5), Aflll (348), Swal (1377), PshAl (1514), Pacl (1655), EcoRl (594, 2046);
S R B Y R EEEEY BT FFEES IR FPEE IR e
5 15 25 35 45 55
Hygr _1 t agt [COCGGG CTTCTGAGGC TGAAAGAACC AGCTGGGGCT CTAGGGGGTA TCCCCACTCA
Hygr_174 pc5 ---------- CTTCTGAGGC GGAAAGAACC AGCTGGGGCT CTAGGGGGTA TCCCCACGCG
SRR PR PR B EEEEY BT FEEES IR PR IR
65 75 85 95 105 115
Hygr_1 CCCTGTAGCA GTGCATTAAG CTCAGCAGGT GTGGTGGTTA GGCTCAGIGT GACTGCTACA
Hygr _174 pc5 CCCTGTAGCG GCGCATTAAG CGCGGOGGGT GTGGTGGTTA CGOGCAGCGT GACCGCTACA
SEI FEREY EERETY FEERS PR PR B FEEE BN FEREY BT ER
125 135 145 155 165 175
Hygr_1 CTTGCCAGTG CCCTAGCACC AGCTCCTTTC ACTTTCTTCC CTTCCTTTCT CACCACATTG
Hygr_174 pc5 CTTGCCAGCG CCCTAGOGCC CGCTCCTTTC GCTTTCTTCC CTTCCTTTCT [GGCCACGTTC
N FREES R EEEE BTN FEE R P IR R I R
185 195 205 215 225 235
Hygr_1 GCAGGCTTTC CCAGTCAAGC TCTAAATTGG GGGTCCCTTT AGGGTTCAGA TTTAGTGCTT
Hygr_174 pc5 GOCGGCTTTC COCGTCAAGC TCTAAATCGG GGGTCCCTTT AGGGTTCOGA TTTAGTGCTT
N EEEES BT EEERY EPERES FEE B FF IR R I R
245 255 265 275 285 295
Hygr_1 TACTGCACCT GGACCCCAAA AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCTTGTACC TAGAAGTTCC
Hygr _174 pc5 TACGGCACCT CGACCCCAAA AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCACGTACC TAGAAGTTCC
S EEEEY EERETE EFER PR PR B FEEE B PR BT P
305 315 325 335 345 355
Hygr_1 TATTCCGAAGTTCCTATTCT CTAGAAAGTATAGGAACTTACTTGGCACTT AAGAAARNAGC
Hygr _174 pc5 TATTCCGAAGITCCTATTCT CTAGAAAGTATAGGAACTTCCTTGRCC: - - - - - AAMMAGC
SRR EERET) ERER PR PR B FEEE B FEEEY T P
365 375 385 395 405 415
Hygr_1 CTGAACTCAC TGCCACCTCT GTGGAGAAGT TTCTTATTGA AAAATTTGAC TCTGTCAGTG
Hygr _174 pc5 CTGAACTCAC CGCGACGTCT GTCGAGAAGT TTCTGATCGA AAAGTTCGAC AGCGTCTCCG
ol b e b b e e L e
425 435 445 455 465 475
Hygr_1 ACTTGATGCA GCTCAGTGAA GGTGAAGAAT CTAGGGCTTT CAGCTTTGAT GTAGGAGGGA
Hygr_174 pc5 ACCTGATGCA GCTCTOGGAG GGCGAAGAAT CTCGTGCTTT CAGCTTCGAT GTAGGAGGEC
R FEREY EEREEY FEER PR PR B EEEE B FEREY B P
485 495 505 515 525 535
Hygr_1 GAGGATATGT CCTGAGAGTA AATAGCTGTG CAGATGGTTT CTACAAAGAT AGATATGTGT
Hygr_174 pc5 GTGGATATGT CCTGOGGGTA AATAGCTGOG CCGATGGTTT CTACAAAGAT CGTTATGITT
N EREES B R 2 ERE Y PR I R I
545 555 565 575 585 595
Hygr_1 ATAGGCACTT TGCATCTGCA GCCCTCCCAA TTCCAGAAGT GTTAGACATT GGGGAATTTT
Hygr_174 pc5 ATCGGCACTT TGCATOGGOC GCGCTCCOGA TTCOGGAAGT GCTTGACATT
S RN BRI PR R BT PR I R I R
605 615 625 635 645 655
Hygr_1 CTGAGAGCTT GACCTATTGC ATCTCCAGAA GAGCACAGGG TGTCACCTTG CAAGACCTGC
Hygr_174 pc5 GOGAGAGCCT GACCTATTGC ATCTCOCGOC GTGCACAGGG TGTCACGTTG CAAGACCTGC
A EEEEY BRI PR B EERE PR EREE BT FRE R E
665 675 685 695 705 715
Hygr_1 CTGAAACTGA ACTGCCTGCT GTGCTGCAGC CTGTGGCAGA GGOCATGGAT GCAATTGCTG
Hygr _174 pc5 CTGAAACCGA ACTGOOCGCT GTTCTGCAGC CGGTCGCGGA GGCCATGGAT GOGATCGCTG
1 REEEY BEEEEY FEREY BEPEE FREEE B FREE BT FEE SRR PR
725 735 745 755 765 775
Hygr_1 CAGCAGACCT TAGCCAGACC TCTGGGTTTG GOCCATTTGG ACCACAAGGA ATTGGTCAAT
Hygr _174 pc5 CGGCCGATCT TAGCCAGACG AGCGGGTTCG GOCCATTCGG ACCGCAAGGA ATCGGTCAAT
EI EEREY EERETY FEEEE PR FEER IR EEEE B FERES BT P
785 795 805 815 825 835
Hygr_1 ACACTACATG GAGAGATTTC ATATGTGCCA TTGCAGATCC CCATGTGTAT CATTGGCAAA
Hygr_174 pc5 ACACTACATG GOGTGATTTC ATATGOGCGA TTGCTGATCC CCATGTGTAT CACTGGCAAA
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124

Hygr _
Hygr _

Hygr _
Hygr _

Hygr _
Hygr _

Hygr _
T174

Hygr

Hygr
Hygr

Hygr
Hygr

Hygr
Hygr

Hygr
Hygr

Hygr _
T174

Hygr

Hygr _
Hygr _

Hygr _
Hygr _

Hygr _
Hygr _

Hygr _
Hygr _

Hygr _
"174

Hygr

Hygr
Hygr

174

174

174

"174
"174
1

“174

1
T174

174

174

174

174

"174

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

el
845
CTGTGATGGA
CTGTGATGGA

SAREER
905
GGGCAGAGEA
GGGOCGAGEA

SRR
965
TCTTAACAGA
TCCTGACGGA

e
1025
ATTCCCAATA
ATTCCCAATA

ol
1085
AGCAGACCAG
AGCAGACGOG

el
1145
CCTATATGCT
CGTATATGCT

ol
1205
ATGATGCAGC
ATGATGCAGC

SRR
1265
TGGGGAGAAC
TCGGGOGTAC

e
1325
TGCTGGCAGA
TACTOGOOGA

ol
1385

[AAATICATGTA

~---CACGTA

ol
1445
AATGGTTTTC
AATCGTTTTC

el
1505

CTTCTCCCAC
CTTCGCCCAC CC

el
1565

GCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC ACTGCATTCTAGTTGTGGTT
GCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTC ACTGCATTCTAGTTGTGGTT

el
1625

el
855

el
865

el
875

el
885

el
895

TGACACTGIG AGTGCAAGTG TGGCCCAAGC TCTGGATGAG CTTATGCTTT

CGACACCGTC

SRR
915
CTGCCCTGAA
CTGCOOCGAA

SRR
975
CAATGGCAGA
CAATGGOCGC

ol
1035
TGAGGTGGCC
CGAGGTCGCC

ol
1095
ATACTTTGAG
CTACTTCGAG

el
1155
CAGAATTGGT
CCGCATTGGT

SRR
1215
TTGGGOCCAG
TTGGGCGCAG

ol
1275
ACAAATTGCC
ACAAATCGCC

e
1335
TAGTGGAAAC
TAGTGGAAAC

e
1395
CTAAGAGATT
CTAGGAGATT

ol
1455
CAGGACTCCA
CGGGACGOCG

el
1515

CCAGACACTA GIGAACTTGT TTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAA
-- CAACTTGTTTATTGCAGCT TATAATGGTTACAAATAAA

el
1575

el
1635

AGTGCGTCCG

SRR
925
GTGAGGCATC
GTCOGGCACC

SRR
985
ATAACAGCAG
ATAACAGCGG

e
1045
AACATATTCT
AACATCTTCT

ol
1105
AGAAGGCATC
CGGAGGCATC

el
1165
CTTGACCAAC
CTTGACCAAC

SRR
1225
GGAAGGTGIG
GGTCGATGCG

el
1285
AGGAGAAGTG
CGCAGAAGEG
e
1345
AGAAGGCCCA
CGACGCCOCA

e
1405

TCGCGCAGEC

SRR
935
TGGTTCATGC
TCGTGCACEC

AR
995
TGATTGACTG
TCATTGACTG

e
1055
TCTGGAGGECC
TCTGGAGGCE

ol
1115
CTGAGCTGRC
CGGAGCTTGC

el
1175
TGTATCAGAG
TCTATCAGAG

SRR
1235
ATGCAATTGT
ACGCAATCGT

SRR
1295
CAGCTGTTTG
CGGCOGTCTG
ol
1355
GCACTAGACC
GCACTOGTCC

ol
1415

TCTCGATGAG

SRR
945
AGATTTTGEC
GGATTTCGRC

SRR
1005
GAGTGAAGCC
GAGCGAGCCG

ol
1065
TTGGTTGGECT
GTGGTTGGCT

ol
1125
AGGAAGCCCA
AGGATCGOOG

el
1185
CTTGGTTGAT
CTTGGTTGAC

ol
1245
CAGGTCTGGA
CCGATOCGGA

el
1305
GACAGATGGEC
GACCGATGGC
e
1365
AAGGGCAAAG
GAGGGCAAAG

e
1425

TGGATTCCAC TGCAGCCTTC TATGAAAGGT

TCGATTCCAC

ol
1465
GCTGGATGAT
GCTGGATGAT

ce e
1525

el
1585

el
1645

CGCCGCCTTC

ol
1475
CCTCCAGCAC
CCTCCAGOGC

el
1535

el
1595

el
1655

TATGAAAGGT

ol
1485
TGGGATCTCA
GGGGATCTCA

el
1545

el
1605

el
1665

CTGATGCTTT

SRR
955
TCCAACAATG
TCCAACAATG

SRR
1015
ATGTTTGGTG
ATGTTOGGGG

e
1075
TGTATGGAAC
TGTATGGAGC

ol
1135
AGACTCAGGG
CGGCTOOGGG

el
1195
GGCAATTTTG
GGCAATTTCG

ol
1255
GCAGGGACTG
GOOGGEACTG

SRR
1315
TGTGTAGAGG
TGTGTAGAAG

ool
1375
GAATAGATTT]

GAATAG - - -

e
1435

TGGGECTTCAG

TGGECTTOEG

ol
1495
TGCTGGAGTT
TGCTGGAGTT

el
1555

el
1615

el
1675

TGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGITAATT AATATACCAT TGACCTCTAG
TGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTG - - - - -

el
1685

el
1695

el
1705

el
1715

- - TATACCGT

el
1725

CGACCTCTAG

el
1735

CTAGAGCTTG GAGTAATCAT GGICATAGCT GITTCCTGTG TGAAATTGIT ATCAGCTCAC
CTAGAGCTTG GCGTAATCAT GGTCATAGCT GITTCCTGTG TGAAATTGIT ATCCGCTCAC
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N FERES EEEEY EEPRY PR PR B PR BT PR I R
1745 1755 1765 1775 1785 1795
Hygr 1 AATTCCACAC AACATACTAG CAGGAAGCAT AAAGTGTAAA GCCTGGGGTG CCTAATGAGT
Hygr _174 pc5 AATTCCACAC AACATACGAG COGGAAGCAT AAAGTGTAAA GCCTGGGGTG CCTAATGAGT

R FEREY EERET FEEEY PR FEEE B PR BT FEEY BT

1805 1815 1825 1835 1845 1855
Hygr_1 GAGCTAACTC ACATTAATTG CCTTCCTCTC ACTGCCAGCT TTCCAGTCAG GAAACCTGTA
Hygr _174 pc5 GAGCTAACTC ACATTAATTG CGTTGOGCTC ACTGOCCGCT TTCCAGTCGG GAAACCTGTC

SR FEREY EERET FEER PR PR B PR B PR BT

1865 1875 1885 1895 1905 1915
Hygr _1 GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCTGCCAACT CACTGGGAGA GGAGGTTTGC CTATTGGGCA
Hygr_174 pc5 GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG CGOGGGGAGA GGOGGTTTGC GTATTGGEOG

SR FEREY EERETE FEERS PR PR B SRR BT PR BT F

1925 193 1945 1955 1965 1975
Hygr_1 CTCTTCAGCT TCCTAGCTCA CTGACTGGCT GCACTCAGTG GTTCAGCTGC TGCTAGCAGT
Hygr_174 pc5 CTCTTCOGCT TCCTCGCTCA CTGACTCGCT GCGCTCGGTC GTTCGGCTGE GECGAGOGGT

SN FRRES EEEEEY FERR PR FERE BRI FERES B R IR R

1985 199 2005 2015 2025 2035
Hygr 1 ATCAGCTCAC TCAAAGGCTG TAATAGGGTT ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACTCAGGAAA
Hygr _174 pc5 ATCAGCTCAC TCAAAGGCGG TAATACGGTT ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACGCAGGAAA

R RERE B
2045 2055

Hygr_1 GAACT[GAATT Qaggt
Hygr_174 pc5 GAAGC------ -----

MCS-Alignement: MCS 11 (pc5) vs. MCS 1 (02-773)

54-73: T7 Promoter;
Sacl (5,114), Prel (92,219), Aflll (99), Hndlll (102), Kpnl (108), BanH (120),
EcoRV (112, 153), EcoRl (143);

5 15 25 35 45 55
MCS 11 pc5  ---------- TCTGGCTAAC TAGAGAACCC ACTGCTTACT GGCTTATCGA AATTAATACG
MCS_1 t gt aGAGCTQ TCTGGCTAAC TAGAGAACCC ACTGCTTACT GGCTTATCTA AATTAATACG
S EEEEY BEEEEY FEEEY B FEEES B R B FEE R R
65 75 85
MCS_11 pc5  ACTCACTATAGG®GACCCA AGCTGGCTAG O €l
MCS_1 ACTCACTATAGG®GACCCA A- - - - GCT- - 1G

R S e s e TN BT e e FRET] IR IREY
125 135 145 155 165 175
MCS_11 pc5  [GATOOACTAG TCCAGTGTGG TAGAATTATG CAGATATOCA GCACAGTGGC GGOOGCTCGA
MCS_1 GATCOACTCA == - === mme mmmmmomen aieooooion ceaiian e

N N I L R LR RS I P e
185 195 205 215 225
MCS_11 pc5  GICTAGAGGG CCCGTTTAAA CCCGCTGATC AGCCTCGA- - ----------
MCS_1 e e - - - GCTGATC AGCCTCCAGT TTAAAG gt a
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Kana-Alignement: kana_ 42 (pc5) und kana 0 (041196)

Sca

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

kana_0
kana_42

(D),

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

pc5

da

(128); (823)

o R B PRy
5 15

Hpa

N
25

N
35

celeedd
45

colee
55

[AGTACTIATGA GCCATATTCA AAGAGAAACC TCTTGCTCTA GGCCAAGGTT AAATTCCAAC

------ ATGA GCCATATTCA

SR R B RS B
65 75 85

ATGGATCCTG ATTTATATGG GTATAAATGG
ATGGATCCTG ATTTATATGG GTATAAATGG

U FETRY By P e e
125 135 145
ACAATCTACA GGTTGTATGG GAAGCCAGAT
ACAATCTIATC GAT[TGTATGG GAAGCOCGAT

ACGGGAAACG

RN EEREY EEREE FRE
185 195
GGTTCTGTTG CCAATGATGT
GGTAGCGTTG CCAATGATGT

ol
245
ATGCCTCTTC
ATGCCTCTTC

e
305
ACTGCCATCC
ACTGOGATCC

e
365

ol
255
CAACCATCAA
CGACCATCAA

el
315
CAGGGAAAAC
CCGGGAAAAC

ol
375

AATATTGITG ATGCCCTGGC
AATATTGITG ATGCGCTGGC

R EEREY EEREEY ERE
425 435
TGTCCTTTTA ACTCTGATAG
TGTCCTTTTA ACAGCGATCG

S EEERY R EE
485 495
GGTTTGGTTG ATGCCAGTGA
GGTTTGGTTG ATGOGAGTGA

S FEREY EEEEE FRE
545 555

TGCGAAAGAAA TGCACAAACT
TGGAAAGAAA TGCATAAACT

N EREES PR ER
605 615
TTCTCACTTG ATAACCTTAT
TTCTCACTTG ATAACCTTAT

N EREES R EP
665 675

coe e
205
TACAGATGAG
TACAGATGAG

coe e
265
GCATTTTATC
GCATTTTATC

e
325
AGCATTCCAG
AGCATTCCAG

el
385
AGTGTTCCTG
AGTGTTCCTG

co el
445
AGTATTTAGG
CGTATTTCGT

coe e
505
TTTTGATGAT
TTTTGATGAC

ol
565
TTTGCCATTC
TTTGCCATTC

e
625
TTTTGATGAG
TTTTGACGAG

el
685

TCTTGCTCTA GGCCCCCGATT AAATTCCAAC

el b e ]
95 105 115
GCTAGAGATA ATGTTGGGCA ATCAGGTGCC
GCTCGOGATA ATGTOGGGCA ATCAGGTGOG

R FEREY EERET TR BT PR
155 165 175
GCACCAGAGT TGTTTCTGAA ACATGGCAAA
GCGOCAGAGT TGTTTCTGAA ACATGGCAAA

A EEEEY EERETY R BT P
215 225 235
ATGGTCAGAC TAAACTGGCT GACTGAATTT
ATGGTCAGAC TAAACTGGCT GACGGAATTT

A EEEEY EERETY R BT P
275 285 295
AGGACTCCTG ATGATGCATG GTTACTCACC
CGTACTCCTG ATGATGCATG GTTACTCACC

Y EREES BT EEET PR PR
335 345 355
GTATTAGAAG AATATCCTGA TTCAGGTGAA
GTATTAGAAG AATATCCTGA TTCAGGTGAA

Y EREES R EEET BT PP
395 405 415
AGAAGGTTGC ATTCTATTCC TGTTTGTAAT
CGCOGGTTGC ATTCGATTCC TGTTTGIAAT

AGAGTGGGAA
CGAGTCGGAA

ol
725
TTTTCTCCTT
TTTTCTCCTT

ol
785

TTGCAGACAG ATACCAGGAT
TCGCAGACCG ATACCAGGAT

ol
735
CATTACAGAA
CATTACAGAA

ol
795

ol
745
AAGGCTTTTT
ACGCCTTTTT

coe e
805

AATAAATTGC AGITTCATTT GATGCTGGAT
AATAAATTGC AGTTTCATTT GATGCTCGAT

el
455
CTGGCTCAGG
CTOGCTCAGG

cee e
515
GAGAGAAATG
GAGCGTAATG

ol
575
TCACCAGATT
TCACCGGATT

635
GGGAAATTAA
GGGAAATTAA

695
CTTGOCATCC
CTTGOCATCC

SRR
755
CAAAAATATG
CAAAAATATG

coe e
815

R EEREY EERERY FREE

465 475
CCCAATCAAG AATGAATAAT
CGCAATCACG AATGAATAAC

S EEREY EEREE FRE
525 535
GCTGGOCTGT TGAACAAGTC
GCTGGOCTGT TGAACAAGTC

S EEREY EEREE R
585 595
CAGTGGTCAC TCATGGTGAT
CAGTCGTCAC TCATGGTGAT

N EREES P ER
645 655
TAGGTTGTAT TGATGTTGGA
TAGGTTGTAT TGATGTTGGA

Nl EREES EERET EP
705 715
TATGGAACTG CCTGGGTGAG
TATGGAACTG CCTCGGTGAG

N EEREY EEREEY ERER
765 775
GTATTGATAA TCCTGATATG
GTATTGATAA TCCTGATATG

o
825

GAGTTTTTCT AA
GAGTTTTTCT AA------
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CMVAlignement: CMV_vs.. CMVp.-Varianten A-F :

e
5

gt t ajATCGAT]
gt t ajATCGAT]
gt t ajATCGAT|
gt t ajATCGAT]
gt t ajATCGAT|
gt t ajATCGAT|
gt t ajATCGAT|

ol
65

TTAGTTCATA
TTAGITCATA
TTAGTTCATA
TTAGITCATA
TTAGTTCATA
TTAGITCATA
TTAGTTCATA

.

125
GGCTGACCEC
GGCTGACAAC
GGCTGACAAC
GGCTGACAAC
GGCTGACAAC
GGCTGACAAC
GGCTGACAAC

N
185
ACGCCAATAG

NI T
15 25

GITGACATTG ATTATTGACT
GITGACATTG ATTATTGACT
GITGACATTG ATTATTGACT
GITGACATTG ATTATTGACT
GITGACATTG ATTATTGACT
GITGACATTG ATTATTGACT
GITGACATTG ATTATTGACT

ol
75

GCCCATATAT
GCCCATATAT
GCCCATATAT
GCCCATATAT
GCCCATATAT
GCCCATATAT
GCCCATATAT

ol
135

CCAACGACCC
CCAATTACCC
CCAATTACCC
CCAATTACCC
CCAATTACCC
CCAATTACCC
CCAATTACCC

N
195

GGACTTTCCA

ol
85

GGAGITCCGC
GGAGTTCATT
GGAGITCATT
GGAGTTCATT
GGAGITCATT
GGAGTTCATT
GGAGITCATT

.
145

ol
35

AGTTATTAAT
AGTTATTAAT
AGTTATTAAT
AGTTATTAAT
AGTTATTAAT
AGTTATTAAT
AGTTATTAAT

ol
95

GITACATAAC
CTTACATAAC
CTTACATAAC
CTTACATAAC
CTTACATAAC
CTTACATAAC
CTTACATAAC

ol
155

P T P
45

AGTAATCAAT
AGTAATCAAT
AGTAATCAAT
AGTAATCAAT
AGTAATCAAT
AGTAATCAAT
AGTAATCAAT

CCGCCCATTG ACGTCAATAA
CTTCCCATTG ATATCAATAA
CTTCCCATTG ATATCAATAA
CTTCCCATTG ATATCAATAA
CTTCCCATTG AGATCNATAA
CTTCCCATTG AGATCNATAA
CTTCCCATTG AGATCNATAA

T R R D
205 215

ATTCCAATAG GGACTTTCCA
ATTCCAATAG GGACTTTCCA
ATTCCAATAG GGACTTTCCA
ATACCAATAG GGACTTTCCA
ATACCAATAG GGACTTTCCA
ATACCAATAG GGACTTTCCA

N

245
TTGGCAGTAC
TTGGCAGTAC
TTGGCAGTAC
TTGGCAGTAC
TTGGCAGTAC
TTGGCAGTAC
TTGGCAGTAC

N

305
AAATGGCCCG
AAATGGCCAC
AAATGGCCAC
AAATGGCCAC
AAATGGCCAC
AAATGGCCAC
AAATGGCCAC

N
255
ATCAAGTGTA
ATCAAGTGTA
ATCAAGTGTA
ATCAAGTGTA
ATCAAGTGTA
ATCAAGTGTA
ATCAAGTGTA

N
315

CCTGCCATTA
CCTGCCATTA
CCTGCCATTA
CCTGCCATTA
CCTGCCATTA
CCTGCCATTA
CCTGCCATTA

TTGACGTCAA
TTGATTTCAA
TTGATTTCAA
TTGATTTCAA
TTGAGITCAA
TTGAGTTCAA
TTGAGITCAA

N

265
TCATATGCCA
TC- TATGCCA
TC- TATGCCA
TC- TATGCCA
TCATATGCCA
TCATATGCCA
TCATATGCCA

N

325
TGOCCAGTAC
TGOCCAGTAC
TGOCCAGTAC
TGCOCCAGTAC
TGOCCAGTAC
TGOCCAGTAC
TGCOCCAGTAC

TGGGTGGAGT
TGGGTGGACT
TGGGTGGACT
TGGGTGGACT
TGGGTGGACT
TGGGTGGACT
TGGGTGGACT

N

275
AGTACGCCCC
AGTAGCCCCC
AGTAGCCCCC
AGTAGCCCCC
AGTAATCCCC
AGTAATCCCC
AGTAATCCCC

P
335

ATGACCTTAT
ATGACCTTAT
ATGACCTTAT
ATGACCTTAT
ATGACCTTAT
ATGACCTTAT
ATGACCTTAT

.
105
TTACGGTAAA
TTAAAGTAA-
TTAAAGTAA-
TTAAAGTAA-
TTAAAGTAA-
TTAAAGTAA-
TTAAAGTAA-

.

165
TGACGTATGT
TGATATATGT
TGATATATGT
TGATATATGT
TGATATATGT
TGATATATGT
TGATATATGT

N

225
ATTTACGGTA
ATTTGGAGTA
ATTTGGAGTA
ATTTGGAGTA
ATTTATAGTA
ATTTATAGTA
ATTTATAGTA

N

285
CTATTGACGT
CTAATGAAAT
CTAATGAAAT
CTAATGAAAT
CTATTGATAT
CTATTGATAT
CTATTGATAT

N

345
GGGACTTTCC
GGGACTTTCC
GGGACTTTCC
GGGACTTTCC
GGGACTTTCC
GGGACTTTCC
GGGACTTTCC

TGGCCTTCCT
TGGCCTTCCT
TGGCCTTCCT

ol
175

TCCCATAGTA
TCCCATAGTA
TCCCATAGTA
TCCCATAGTA
TCCCATAGTA
TCCCATAGTA
TCCCATAGTA

P

235
AACTGCCCAC
AACTGCCCAC
AACTGCCCAC
AACTGCCCAC
AACTGCCCAC
AACTGCCCAC
AACTGCCCAC

P

295
CAATGACGGT
CAATGAAAGT
CAATGAAAGT
CAATGAAAGT
CAATGAATGT
CAATGAATGT
CAATGAATGT

P
355

TACTTGGCAG
TACTTGGCAG
TACTTGGCAG
TACTTGGCAG
TACTTG CAG
TACTTG CAG
TACTTG CAG
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.

365
TACATCTACG
TACATCTAGC
TACATCTAGC
TACATCTAGC
TACATCTAGC
TACATCTAGC
TACATCTAGC

N

425
GGGOGTGGAT
GGA- CTGGAT
GGGTCTGGAT
GGGGCTGGAT
GGA- CTGGAT
GGGTCTGGAT
GGGGCTGGAT

N

485
GGGAGTTTGT
GGGAGTTTGT
GGGAGTTTGT
GGGAGTTTGT
GGGAGTTTGT
GGGAGTTTGT
GGGAGTTTGT

N

545
CCATTGACGC
CCATTGATCC
CCATTGAGCC
CCATTGATCC
CCATTGATCC
CCATTGAGCC
CCATTGATCC

ol

375
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT
TATTAGTCAT

N

435
AGCGGTTTGA
AGT- GTTTGA
AGGTGTTTGA
AGTAGTTTGA
AGT- GTTTGA
AGGTGTTTGA
AGTAGTTTGA

N

495
TTTGGCACCA
TTTGGCACCA
TTTGGCACCA
TTTGGCACCA
TTTGGCACCA
TTTGGCACCA
TTTGGCACCA

N

555
AAATGGECEG
AAATGGGGAG
AAATGGGATG
AAATGGGTAG
AAATGGGGAG
AAATGGGATG
AAATGGGTAG

.
385

ol
395

.
405

CGCTATTACC ATGGTGATGC GGITTTGGCA
ACCTATTACC ATGGTGATGI AGITTTGGCA
ACCTATTACC ATGGTGATGI AGITTTGGCA
ACCTATTACC ATGGTGATGT AGITTTGGCA

ACCTATTACC
ACCTATTACC
ACCTATTACC

N

445
CTCACGGGGA
CTCATAGGGA
CTCAATGGGA
CTCAGTGGGA
CTCATAGGGA
CTCAATGGGA
CTCAGTGGGA

N

505
AAATCAACGG
AAATCAATTG
AAATCAATTG
AAATCAAAAG
AAATCAATTG
AAATCAATTG
AAATCAAAAG

N

565
TAGGCGTGTA
TAGGCTTGTA
TAGGCATGTA
TAGGCTTGTA
TAGGCTTGTA
TAGGCATGTA
TAGGCTTGTA

ATGGTGATGG
ATGGTGATGG
ATGGTGATGG

N

455
TTTCCAAGTC
TTTCCAAGTC
TTTCCAAGTC
TTTCCAAGTC
TTTCCAAGTC
TTTCCAAGTC
TTTCCAAGTC

N

515
GACTTTCCAA
GACTTTCCAA
GACTTTCCAA
GACTTTCCAA
GACTTTCCAA
GACTTTCCAA
GACTTTCCAA

N

575
CGGTGGGAGG
TTGTGGGAGG
TTGTGGGAGG
TTGTGGGAGG
TTGTGGGAGG
TTGTGGGAGG
TTGTGGGAGG

TGITTTGGCA
TGTTTTGGCA
TGTTTTGGCA

N

465
TCCACCCCAT
TCCACCCCAT
TCCACCCCAT
TCCACCCCAT
TCCACCCCAT
TCCACCCCAT
TCCACCCCAT

N

525
AATGTCGTAA
AATGTTTTAA
AATGTGTTAA
AATGTTATAA
AATGTTTTAA
AATGTGTTAA
AATGTTATAA

N

585
TCTATATAAG
TCTATATAAG
TCTATATAAG
TCTATATAAG
TCTATATAAG
TCTATATAAG
TCTATATAAG

ol
415
GTACATCAAT
GTACATCAAT
GTACATCAAT
GTACATCAAT
GTACATCAAT
GTACATCAAT
GTACATCAAT

P

475
TGACGTCAAT
TGAGATCAAT
TGAGCTCAAT
TGAGATCAAT
TGAGATCAAT
TGAGCTCAAT
TGAGATCAAT

P

535
CAACTCOGCC
CAACTCATCC
CAACTCTCCC
CAACTCTTCC
CAACTCATCC
CAACTCTCCC
CAACTCTTCC

R ——
595
CAGAGCTGnn
CAGAGCTCNNn
CAGAGCTGnn
CAGAGCTCNNn
CAGAGCTCNn
CAGAGCTGnn
CAGAGCTCNNn
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BGH -Alignement: BGH P (A) versus BGH WDWVarianten:

103-108: Polyadenylierungssignal (AAUAAA)

BGH pc5
BGH_AAA
BGH _AGA
BGH_AGT
BGH_ATA
BGH ATT

BGH pc5
BGH_AAA
BGH_AGA
BGH_AGT
BGH_ATA
BGH ATT

BGH pc5
BGH_AAA
BGH _AGA
BGH_AGT
BGH_ATA
BGH _ATT

BGH pc5
BGH_AAA
BGH_AGA
BGH_AGT
BGH_ATA
BGH ATT

BGH pcb
BGH_AAA
BGH _AGA
BGH_AGT
BGH_ATA
BGH _ATT

e
5

ol
15

cagt GTTTAA

ACOTGIGCCT

nnnn|GTTTAA

ACOTGIGCCT

nnnn|GTTTAA

ACQOTGTGCCT

nnnn|GTTTAA

ACOTGIGCCT

nnnn|GTTTAA

ACOTGIGCCT

nnnn|GTTTAA

ACOTGTGCCT

.
65

CTTCCTTGAC
CTTCCTTGAC
CTTCCTTGAC
CTTCCTTGAC
CTTCCTTGAC
CTTCCTTGAC

ol
75

CCTGGAAGGT
CCTGGAAGGT
CCTGGAAGGT
CCTGGAAGGT
CCTGGAAGGT
CCTGGAAGGT

A PR U B
125 135

CATCCCATTG TCTGAGTAGG
CATAGCATTG TCTGAGTAGG
CATGCCATTG TCTGAGTAGG
CATGGCATTG GCTGAGTAGG
CATTGCATTG TCTGAGTAGG
CATTGCATTG TCTGAGTAGG

A PR U B
185 195

AGGCGGAGGA TTGGGAAGAC
AGGCGGAGGA TTGGGAAGAC
AGGGGEGAGGA TTGGGAAGAC
AGGCGGAGGA TTGGGAAGAC
AGGCGGAGGA TTGGGAAGAC

e
25

TCTAGITGCC
TCTAGITGCC
TCTAGTTGCC
- CTAGITGCC
TCTAGITGCC
TCTAGTTGCC

e
85

GCCACTCCCA
GCCACTCCCA
GCCACTCCCA
GCCACTCCCA
GCCACTCCCA
GCCACTCCCA

.

145
TGTCATTCTA
TGTCATTCTA
TGTCATTCTA
TGTCATTCTA
TGTCATTCTA
TGTCATTCTA

2|05 |
AATAGCAGEC
AATAGCAGEC
AATAGCAGCC
AATAGCAGEC
AATAGCAGEC

e
35

AGCCATCTGT
AGCCATCTGT
AGCCATCTGT
AGCCATCTGT
AGCCATCTGT
AGCCATCTGT

ol
95

CTGTCCTTTC
CTGICCTTTC
CTGTCCTTTC
CTGICCTTTC
CTGTCCTTTC
CTGICCTTTC

ol
155

TTCTGEEEEG
TTCTGEEEEG
TTCTGEEEEG
TTCTGEEEEG
TTCTGEEEEG
TTCTGEEEEG

2 |ZI. 5 |
ATGCTGGECEA
ATGCTGGECEA
ATCGCTGGEGGA
ATGCTGGECEA
ATGCTGGECEA

AGGGGGAGGA TTGGGAAGAC AATAGCAGGC ATGCTGGGGA

2k
atc
[GEGnnnn
[GEGnnnn
[G3Gnnnn
[GEGnnnn
[GEGnnnn

45
TGTTTGCCCC
TGTTTGCCCC
TGITTGCCCC
TGTTTGCCCC
TGTTTGCCCC
TGITTGCCCC

e
105

CTAATAAMT
CTAATAAMT
CTAATAAMT
CTAATAAMT
CTAATAAMT
CTAATAAMT

.

165
TGGGGTGEEG
TGEGGTGEEG

TCCCCAGIGC
TCCCCAGTGC
TCCCCAGIGC
TCCCCAGIGC
TCCCCAGIGC

ol
115
GAGGAAATTG
GAGGAAATTG
GAGGAAATTG
GAGGAAATTG
GAGGAAATTG
GAGGAAATTG

ol
175

CAGGACAGCA
CAGGACAGCA

TGGGGTGEEG CAGGACAGCA
TGGEGEGTGEEG CAGGACAGCA
TGGGGTGEEG CAGGACAGCA
TGGEEGTGEEG CAGGACAGCA

2'25 | 2|35 !
TGOGGTGEGC TCTATGHCC]
TGCAGTGGGC TCTAT
TGCAGTGGGC TCTATGEHOC]
TGCTGTGGGC TCTAT
TGCAGTGGGC TCTATGGOC]
TGCTGTGGGC TCTATGEHOC]
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130

GFP-Alignement:

Hindl 11 (1), BamHl (735);

B P N P celeedd N P e

5 15 25 35 45
h_GFP( 0) AAGCTTIGCCA CCATGGTGTC CAAGGGGGAG GAGCTGTTCA CAGGGGTGGT
h_GFP(60) AAGCTTIGCCA CCATGGTGAG CAAGGGCGAG GAGCTGTTCA CCGGGGTGGT
h_GFP(93) AAGCTTIGCCA CCATGGTGTC GAAGGGCGAG GAGCTGTTCA CCGGCGTCGT
N P e N N P e

65 75 85 95 105
h_GFP( 0) GTGGAGCTGG ATGGGGATGT GAATGGCCAC AAGTTCTCTG TGTCTGGGGA
h_GFP(60) GTCGAGCTGG ACGGCGACGT AAACGGCCAC AAGTTCAGOG TGTCOGGOGA
h_GFP(93) GTCGAACTCG ACGGCGACGT GAACGGCCAC AAGTTCAGOG TGAGOGGOGA
P P Y LR BEETRY T PR VO DY

125 135 145 155 165
h_GFP( 0) GATGCCACCT ATGGCAAGCT CACCCTGAAG TTCATCTGCA CCACAGGCAA
h_GFP( 60) GATGCCACCT ACGGCAAGCT GACCCTGAAG TTCATCTGCA CCACCGGCAA
h_GFP(93) GACGOGACGT ACGGCAAGCT CACGCTGAAG TTCATCTGCA CGACCGGCAA
N RN B P s Y I e N R

185 195 205 215 225
h_GFP( 0) CCCTGGOCCA CCCTGGTGAC CACCTTCACC TATGGGGTGC AGTGCTTCAG
h_GFP(60) CCCTGGOCCA CCCTCGTGAC CACCTTCACC TACGGCGTGC AGTGCTTCAG
h_GFP(93) COCGTGGOOGA CGCTCGTGAC GACGTTCACG TACGGOGTGC AGTGCTTCTC
] R N B e L EE T Ity e

245 255 265 275 285
h_GFP( 0) GACCACATGA AGCAGCATGA CTTCTTCAAG TCTGOCATGC CTGAGGGCTA
h_GFP( 60) GACCACATGA AGCAGCACGA CTTCTTCAAG TOCGOCATGC CCGAAGGCTA
h_GFP(93) GACCACATGA AGCAGCACGA CTTCTTCAAG AGCGOGATGC CCGAGGGCTA
el N EETTS I PRI I ER T BTN e

305 315 325 335 345
h_GFP( 0) AGGACCATCT TCTTCAAGGA TGATGGCAAC TACAAGACCA GGGCTGAGGT
h_GFP( 60) CGCACCATCT TCTTCAAGGA CGACGGCAAC TACAAGACCC GOGCOCGAGGT
h_GFP(93) CGGACGATCT TCTTCAAGGA CGACGGCAAC TACAAGACGC GOGCTGAAGT
cleedd R I e L L EE T iy P

365 375 385 395 405
h_GFP( 0) GGGGATACCC TGGTGAACAG GATTGAGCTG AAGGGCATTG ACTTTAAGGA
h_GFP(60) GGOGACACCC TGGTGAACCG CATCGAGCTG AAGGGCATCG ACTTCAAGGA
h_GFP(93) GGCGATACGC TCGTGAACCG GATCGAGCTG AAGGGCATCG ACTTTAAGGA
el N FEU I P N R R e

425 435 445 455 465
h_GFP( 0) ATCCTGGGCC ACAAGCTGGA GTACAACTAC AACAGCCACA ATGTGTACAT
h_GFP( 60) ATCCTGGGGC ACAAGCTGGA GTACAACTAC AACAGCCACA ACGTCTATAT
h_GFP(93) ATCCTCGGOC ACAAGCTCGA GTACAACTAC AACTCGCACA ACGTGTACAT
N S I O Y LR TR DI ey R

485 495 505 515 525
h_GFP( 0) AAGCAGAAGA ATGGCATCAA GGTGAACTTC AAGATCAGGC ACAACATTGA
h_GFP(60) AAGCAGAAGA ACGGCATCAA GGTGAACTTC AAGATCCGCC ACAACATCGA
h_GFP(93) AAGCAGAAGA ACGGCATCAA AGTGAACTTC AAGATCCGGC ACAACATCGA
R e e L RS T B L R

545 555 565 575 585
h_GFP( 0) GTGCAGCTGG CAGACCACTA CCAGCAGAAC ACCCCCATTG GAGATGGOCC
h_GFP( 60) GTGCAGCTCG CCGACCACTA CCAGCAGAAC ACCCCCATCG GCGACGGOCC
h_GFP(93) GTGCAGCTCG CCGACCACTA CCAGCAGAAC ACGCOGATCG GOGACGGOCC
N ERETY R P P TS I PO B T

605 615 625 635 645
h_GFP( 0) CCAGACAACC ACTACCTGAG CACCCAGTCT GOCCTGAGCA AGGACCCCAA
h_GFP( 60) CCCGACAACC ACTACCTGAG CACCCAGTCC GOCCTGAGCA AAGACCCCAA
h_GFP(93) CCOGACAACC ACTACCTGTC GACGCAGAGC GOGCTGTCGA AGGACCCGAA
R R I c e N PR I

665 675 685 695 705
h_GFP( 0) GACCACATGG TGCTGCTGGA GTTTGTGACA GCTGCTGGCA TCACCCTGGG
h_GFP(60) GATCACATGG TCCTGCTGGA GTTCGTGACC GOCGOCGGGA TCACTCTCGG
h_GFP(93) GACCACATGG TGCTGCTCGA GTTCGTGACC GOCGCTGGCA TCACGCTCGG

55
GCCCATCCTG
GCCCATCCTG
GCCGATCCTC

GCTGCCAGTG
GCTGCCCGTG
GCTGCCCGTG

235
CAGATACCCA
CCGCTACCCC
GCGCTACCCC

295
TGTGCAGGAG
CGTCCAGGAG
CGTGCAGGAG

355
GAAGTTTGAG
GAAGTTCGAG
GAAGTITCGAG

415
GGATGGCAAT
GGACGGCAAC
GGACGGCAAT

475
CATGGCAGAC
CATGGCCGAC
CATGGCCGAC

535
GGATGGCTCT

GGACGGCAGC
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U DU R B
725 735

h_GFP(0) CTGTACAAGT GATAGATCC

h_GFP(60) CTGTACAAGT AATAGEATCC

h_GFP(93) CTGTACAAGT GATAGATCC
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p24-Alignement:

Hindl 11 (1),

h_p24
h_p24
h_p24

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

h_p24
h_p24
h_p24

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

BamHl (708);
B P N P
5 15
AAGCTTIATGC CCATTGTGCA
AAGCTTATGC CCATCGTGCA
AAGCTTATGC CGATCGTGCA

S EEE B R

65 75
AGGACCCTGA ATGCCTGGGT
AGGACCCTGA ACGCCTGGGT
CGGACGCTGA ACGOGTGGGT

TN EEREY EEREE R
125 135
CCCATGTTCT CTGCCCTGTC
CCCATGTTCA GOGCCCTGAG
CCGATGTTCA GOGCGCTGAG

N FREES BT E
185 195
ACAGTGGGGG GCCACCAGEC
ACCGTGGE0G GCCACCAGGC
ACCGTCGGOG GOCACCAGEC

R EEREY EERETE FREE
245 255
GCTGAGTGGG ACAGAGTGCA
GCOGAGTGGG ACAGGGTGCA
GOOGAGTGGG ACCGOGTGCA

A EEREY EERETE P
305 315
GAGCCCAGGG GCTCTGACAT
GAGCCOCGCG GCAGOGACAT
GAACCGCGCG GAAGOGACAT

SN RS BRI FRR
365 375

h_p24

h_p24

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

ATGACCAACA
ATGACCAACA
ATGACGAACA

425
CTGAACAAGA
CTGAACAAGA
CTGAACAAGA

el
485
AAGGAGCCCT
AAAGAGCCCT
AAGGAGCCGT

ACCCCCCCAT
ACCCCCCCAT
ACCCGCCGAT

SRR
435
TTGTGAGGAT
TCGTGAGGAT
TCGTGOGGAT

el
495
TCAGGGACTA
TCAGGGACTA
TCCGOGACTA

(0)
(38)
(104

h_p24
h_p24
h_p24

(0)
(38)
(104

h_p24
h_p24
h_p24

(0)
(38)
(104

S EEREY EEEEE FREE
545 555
AGCCAGGAGG TGAAGAACTG
AGCCAGGAGG TGAAGAACTG
TCGCAGGAAG TGAAGAACTG

N EREES PR ER
605 615
TGCAAGACCA TCCTGAAGGC
TGCAAGACCA TCCTGAAGGC
TGCAAGACGA TCCTGAAGEC

625 | 6;5
TGCCAGEEEG TGEGAGGECCC
TGCCAGEECG TGEECEECCC
TGCCAGEECG TCGGCGGACC

S ERE B PR IR PP
25 35 45

GAACATCCAG GGCCAGATGG TGCACCAGGC
GAACATCCAG GGCCAGATGG TGCACCAGGC
GAACATCCAG GGCCAGATGG TGCACCAGGC

SRR S EEE B R
85 95 105

GAAGGTGGTG GAGGAGAAGG CCTTCAGCCC
GAAGGTGGTG GAGGAGAAGG CCTTCAGCCC
GAAAGTCGTC GAGGAGAAGG CGTTCTCGCC

R R EEREE EEERS B P
145 155 165
TGAGGGEGCC ACCCOCCAGG ACCTGAACAC
CGAGGGAGCC ACCCOCCAGG ACCTGAACAC
CGAGGECECG ACGOOGCAGG ACCTGAACAC

N FREES Y EERT BT PR
205 215 225
TGCCATGCAG ATGCTGAAGG AAACCATCAA
CGCCATGCAG ATGCTGAAGG AGACCATCAA
CGCGATGCAG ATGCTGAAGG AAACGATCAA

P REEY EEREEY FEEEY EPEREY ERR
265 275 285
CCCTGTGCAT GCTGGBOCCCA TTGOCCCTGG
CCOCGTGCAC GOCGGCOCCA TOGOCCOCEG
COCOGTGCAC GOCGGACCGA TOGOGCCTGG

R EEEEY EERETY R BT P
325 335 345
TGCTGGCACC ACCTCCACCC TGCAGGAGCA
CGOCGGCACC ACCAGCACCC TGCAGGAGCA
CGOCGGCACG ACGTOGACGC TGCAGGAGCA

N EREES PR EEEE BT FP
385 395 405
CCCTGTGGGG GAGATCTACA AGAGATGGAT
CCCOGTGGGC GAAATCTACA AGAGGTGGAT
CCCOGTCGGC GAGATCTACA AGOGGTGGAT

S R EEEEEY EEE B FREe

445 455 465
GTACAGCCCC ACCTCCATCC TGGACATCAG
GTACAGCOCC ACCAGCATCC TGGATATCAG
GTACTCGOCG ACGTCGATCC TOGACATCOG

N EREES BT EERE BT EP
505 515 525
TGTGGACAGG TTCTACAAGA CCCTGAGGGC
CGTGGACAGG TTCTACAAGA CCCTGOGCGC
CGTCGACCGG TTCTACAAGA CGCTGOGCGC

S EEREY EEREEY R BT P
565 575 585
GATGACAGAG ACCCTGCTGG TGCAGAATGC
GATGACCGAG ACCCTGCTGG TGCAGAACEC
GATGACCGAA ACGCTGCTCG TGCAGAACGC

N EREES T EERT B E
625 635 645
CCTGGGOCCA GCTGCCACCC TGGAGGAGAT
CCTGGGACCC GCOGCCACCC TGGAGGAGAT
GCTCGGOCCA GOOGCGACGC TCGAGGAGAT

o EEEEY EERET R BT P
685 695 705

55
CATCAGCCCC
CATCAGCCCC
GATCTCGCCG

115
TGAGGTGATC
CGAGGTGATC
CGAAGTGATC

175
CATGCTGAAC
CATGCTGAAC
GATGCTGAAC

235
TGAGGAGGECT
CGAGGAGGCC
CGAGGAGGECC

295
CCAGATGAGG
CCAGATGAGG
CCAGATGCGC

355
GATTGGCTGG
GATCGGCTGG
GATCGGCTGG

TGAGCAGGECC
CGAGCAGGCC
CGAGCAGECG

595
CAACCCTGAC
CAACCCCGAC
GAACCCCGAC

655
GATGACAGCC
GATGACCGCC
GATGACCGCG

TGGCCACAAG GCCAGGGIGC TGTAATAGA

TCQ

CGGCCACAAG GCCAGGGTGC TGTAATAGA

TCQ

CGGCCACAAG GCGCGCGTGC TGTAATAGA

TCQ
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F.2.2 Aminosauresequenzvergleiche:

Jeweils dargestellt ATG bzw. erste Aminosaure bis TAG

AS-Vergleich: amp 49 (pc5) vs. amp 0 (02-774) ATG (

M) bis TAG (*):

5 15 25 35 45 55
anp_0 MBI QHFRVAL | PFFAAFCLP VFAHPETLVK VKDAEDQLGA RVGY! ELDLN SGKI LESFRP
anp_49 pc5 MSI QHFRVAL | PFFAAFCLP VFAHPETLVK VKDAEDQLGA RVGYI ELDLN SGKI LESFRP

N VY I T I [T I N e PP IR

65 75 85 95 105 115
anp_O EERFPMVSTF KVLLCGAVLS RI DAGQEQLG RRI HYSQNDL VEYSPVTEKH LTDGMI'VREL
anp_49 pc5 EERFPMVSTF KVLLCGAVLS RI DAGQEQLG RRI HYSQNDL VEYSPVTEKH LTDGMI'VREL

Y VY IR ERRRY Iy [P Y RS ey PP I
125 135 145 155 165 175
anp_O CSAAI TMSDN TAANLLLTTI GGPKELTAFL HNMGEDHVTRL DRWEPELNEA | PNDERDTTM
anp_49 pc5  CSAAI TMSDN TAANLLLTTI GGPKELTAFL HNMGEDHVTRL DRWEPELNEA | PNDERDTTM
A Y Y LR BT P B I e KRR BT B
185 195 205 215 225 235
anp_0O PVAMATTLRK LLTGELLTLA SRQQLI DWE ADKVAGPLLR SALPAGWNFI A DKSGAGERGS
anp_49 pc5  PVAVATTLRK LLTGELLTLA SRQQLI DWWE ADKVAGPLLR SALPAGWFI A DKSGAGERGS
R Y L EE T EERTTY P Y P B
245 255 265 275 285
anp_0 RG | AALGPD GKPSRI WI'Y TTGSQATMDE RNRQ AEI GA SLI KHW
anp_49 pc5 RG I AALGPD GKPSRI WI'Y TTGSQATMDE RNRQ AEI GA SLI KHW
AS-Vergleich: hygr 103 (pc5) vs. hygr 0 (02-772) vo n erster AS (K) bis TAG (*)
Y R FEEEY BRI R N SRR

5 15 25 35 45 55
hygr_0 KKPELTATSV EKFLI EKFDS VSDLMQLSEG EESRAFSFDV GGRGYVLRVN SCADGFYKDR
hygr _103 pc5 KKPELTATSV EKFLI EKFDS VSDLMQSEG EESRAFSFDV GGRGYVLRVN SCADGFYKDR

N VY I T I [T I N e PP IR

65 75 85 95 105 115
hygr _0 YVYRHFASAA LPI PEVLDI G EFSESLTYCI SRRAQGVTLQ DLPETELPAV LQPVAEANVDA
hygr _103 pc5 YVYRHFASAA LPI PEVLDI G EFSESLTYCI SRRAQGVTLQ DLPETELPAV LQPVAEANDA

Y VY IR ERRRY Iy [P Y RS ey PP I
125 135 145 155 165 175
hygr_0 I AAADLSQTS GFGPFGPQE  GQYTTWRDFI  CAlI ADPHVYH WOTVNDDTVS ASVAQALDEL
hygr_103 pc5 | AAADLSQTS GFGPFGPQE GQYTTWRDFI  CAI ADPHVYH WQTVMVDDTVS ASVAQALDEL
P Y e L I i B L e KLY BTy P
185 195 205 215 225 235
hygr_0 M_WAEDCPEV RHLVHADFGS NNVLTDNGRI TAVI DWSEAM FGDSQYEVAN | FFVWRPW.AC
hygr_103 pc5 M.WAEDCPEV RHLVHADFGS NNVLTDNGRI TAVI DWBEAM FGDSQYEVAN | FFWRPW.AC
R S N LR R P I P Y TS I
245 255 265 275 285 295
hygr_0 MEQQTRYFER RHPELAGSPR LRAYMLRI GL DQLYQSLVDG NFDDAAWAQG RCDAI VRSGA
hygr _103 pc5 MEQQTRYFER RHPELAGSPR LRAYMLRI GL DQLYQSLVDG NFDDAAWAQG RCDAI VRSGA
U VT PP P Y REETY I
305 315 325 335
hygr_0 GITVGRTQ AR RSAAVWIDGC VEVLADSGNR RPSTRPRAKE *
hygr _103 pc5 GIVGRTQ AR RSAAVWMDGC VEVLADSGNR RPSTRPRAKE *
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AS-Vergleich: kana 42 (pc5) & kana 0 (041196) von A

TG (M) bis TAG (*):

5 15 25 35 45 55
kana_0 MBHI QRETSC SRPRLNSNVD ADLYGYKWAR DNVGQSGATI  YRLYGKPDAP ELFLKHGKGS
kana_42 pc5 MsH QRETSC SRPRLNSNVD ADLYGYKWAR DNVGQSGATI YRLYGKPDAP ELFLKHGKGS

N EREERY B PP N EREEY B R IR ER BN P

65 75 85 95 105 115
kana_0 VANDVTDEMY RLNW.TEFMP LPTI KHFI RT PDDAWLLTTA | PGKTAFQVL EEYPDSGENI
kana_42 pc5 VANDVTDEW RLNW.TEFMP LPTI KHFI RT PDDAW.LTTA | PGKTAFQVL EEYPDSGENI

R EEEEY B R R EEEE B EEEEY B ERR B [
125 135 145 155 165 175
kana_0 VDALAVFLRR LHSI PVCNCP FNSDRVFRLA QAQSRWNNGL VDASDFDDER NGWPVEQUWK
kana_42 pc5 VDALAVFLRR LHSI PVCNCP FNSDRVFRLA QAQSRVNNGL VDASDFDDER NGAWPVEQWK
o I e I N R IR P I [ER IR |
185 195 205 215 225 235
kana_0 EMHKLLPFSP DSVVTHGDFS LDNLI FDEGK LI GCl DVGRV G ADRYQDLA | LWNCLGEFS
kana_42 pc5 EMHKLLPFSP DSVWVTHGDFS LDNLI FDEGK LI GCl DVGRV G ADRYQDLA | LWNCLGEFS
o I B L e RRERY
245 255 265
kana_0 PSLQKRLFQK YG DNPDWNK LQFHLMLDEF F*
kana_42 pc5 PSLQKRLFQK YG DNPDWNK LQFHLMLDEF F*
AS-Vergleich der GFP-Varianten von ATG (M) bis Dopp elstopp TGA TAG (* *¥)
o I Y EE T R I R EEER IR P R P

5 15 25 35 45 55
h_GFP(0) MVSKGEELFT GVVPI LVELD GDVNGHKFSV SGEGEGDATY GKLTLKFI CT TGKLPVPWPT
h_GFP( 60) MVSKGEELFT GVWVPI LVELD GDVNGHKFSV SGEGEGDATY GKLTLKFI CT TGKLPVPWPT
h_GFP(93) MVSKGEELFT GVVPI LVELD GDVNGHKFSV SGEGEGDATY GKLTLKFI CT TGKLPVPWPT

N ERERY B PR R EREEY B R IR ERR BN R

65 75 85 95 105 115
h_GFP(0) LVTTFTYGVQ CFSRYPDHWK QHDFFKSAMP EGYVQERTI F FKDDGNYKTR AEVKFEGDTL
h_GFP(60) LVTTFTYGVQ CFSRYPDHVK QHDFFKSAMP EGYVQERTI F FKDDGNYKTR AEVKFEGDTL
h_GFP(93) LVTTFTYGVQ CFSRYPDHVK QHDFFKSAMP EGYVQERTI F FKDDGNYKTR AEVKFEGDTL

S EEERY P FER I FRER I R I R I R
125 135 145 155 165 175
h_GFP(0) VNRI ELKG D FKEDGNI LGH KLEYNYNSHN VYI MADKQKN G KVNFKI RH NI EDGSVQLA
h_GFP(60) VNRI ELKG D FKEDGNI LGH KLEYNYNSHN VYI MADKQKN G KVNFKI RH NI EDGSVQLA
h_GFP(93) VNRI ELKG D FKEDGNI LGH KLEYNYNSHN VYI MADKQKN G KVNFKI RH NI EDGSVQLA
R EEEE R R R R B FR R IE BN R
185 195 205 215 225 235
h_GFP( 0) DHYQONTPI G DGPVLLPDNH YLSTQSALSK DPNEKRDHW LLEFVTAAG TLGVDELYK*
h_GFP(60) DHYQONTPI G DGPVLLPDNH YLSTQSALSK DPNEKRDHW LLEFVTAAG TLGVDELYK*
h_GFP(93) DHYQQONTPI G DGPVLLPDNH YLSTQSALSK DPNEKRDHW LLEFVTAAG TLGVDELYK*
h_GFP(0) **
h_GFP(60) **

h_GFP(93)

* %
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AS-Vergleich der p24-Varianten von ATG (M) bis Dopp

elstopp TAA TAG (* ¥)

h_p24

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

(0)
(38)
(104

el
5

SRR
15

MPl VONI QGQ MVHQAI SPRT
MPl VONI QGQ MVHQAI SPRT
MPl VNI QGQ MVHQAI SPRT

el
65
GEHQAAMML
GGHQAAMOML
GGHQAAMOML

coe e
125
NNPPI PVGE
NNPPI PVGEI
NNPPI PVGEI

e
185
EVKNWWMTETL
EVKNWWMTETL
EVKNWWMTETL

celed
75

KETI NEEAAE
KETI NEEAAE
KETI NEEAAE

ol

135
YKRW | LGLN
YKRW | LGLN
YKRW | LGLN

e
195
LVQNANPDCK
LVQNANPDCK
LVQNANPDCK

coe e
145

KI VRWYSPTS
KI VRMYSPTS
KI VRMYSPTS

el
205

TI LKALGPAA
TI LKALGPAA
Tl LKALGPAA

celeed
35

celed
45

celeend
55

KAFSPEVI PM FSALSEGATP QDLNTMLNTV
KAFSPEVI PM FSALSEGATP QDLNTMLNTV
KAFSPEVI PM FSALSEGATP QDLNTMLNTV

el
95
Pl APGQVREP
Pl APGQVREP
Pl APGQVREP

cel e
155
| LDI RQGPKE
| LDI RQGPKE
| LDI RQGPKE

e
215

e
105
RGSDI AGTTS
RGSDI AGTTS
RGSDI AGTTS

coe e
165
PFRDYVDRFY
PFRDYVDRFY
PFRDYVDRFY

el
225

TLEEMMIACQ GVGGPGHKAR
TLEEMMTACQ GVGGPGHKAR
TLEEMMTACQ GVGGPGHKAR

N

115
TLQEQ GAMT
TLQEQ GAMT
TLQEQ GAMT

e
175
KTLRAEQASQ
KTLRAEQASQ
KTLRAEQASQ

VL* *
VL* *
VL**
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F.3 Sequenzen:

F.3.1 Sequenzen der Vektorelemente:

Aufgefuhrt werden jeweils die singuléaren flankierenden Restriktionsschnittstellen der
einzelnen Vektorelemente sowie der CpG Gehalt. Positionsangaben beziehen sich
jeweils auf die nachfolgende Sequenz.

CMV_TG-Promotor: 0 + 1 CG (dal); Cal (5), Sacl (593);
1 gt t a]ATCGAT] GTTGACATTG ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT TATGGGS
61 TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCTGT GTTACATAAC TTATEEA TGGCCTGCCT

121  GGCTGACTGC CCAATGACCC CTGCCCATTG ATGTCAATAA TGATETRCCCATAGTA
181  ATGCCAATAG GGACTTTCCA TTGATGTCAA TGGGTGGACT ATTEBARGAACTGCCCAC
241  TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA AGTATGCCCC CTATEBGAAATGATGGT
301  AAATGGCCTG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC ATGACCTTAT GGGALTTACTTGGCAG
361  TACATCTATG TATTAGTCAT TGCTATTACC ATGGTGATGT GGTTGDB GTACATCAAT
421  GGGTGTGGAT AGTGGTTTGA CTCATGGGGA TTTCCAAGTC TCOTHRICRSATGTCAAT
481  GGGAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCAATGG GACTTTCCAA AATEBAAGAACTCTGCC
541  CCATTGATGC AAATGGGTGG TAGGTGTGTA TGGTGGGAGG TCAAGATAGAGCTE®
601 tc

CMV-Promotor: 31 + 1 CG (Cal); Cal (5), Sacl (593);
1 gt t a]ATCGAT] GTTGACATTG ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGS
61 TTAGTTCATA GCCCATATAT GGAGTTCCGC GTTACATAAC[TTAGBBITGGCCCGCCT

121 GGCTGACCGC CCAACGACCC CCGCCCATTG ACGTCAATAA TGARGGTBCCATAGTA
181 ACGCCAATAG GGACTTTCCA TTGACGTCAA TGGGTGGAGT ATIARMEBACTGCCCAC
241 TTGGCAGTAC ATCAAGTGTA TCATATGCCA AGTACGCCCC CTACGEAAATGACGGT
301 AAATGGCCCG CCTGGCATTA TGCCCAGTAC ATGACCTTAT GGGRCTTACTTGGCAG
361 TACATCTACG TATTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC GGTGUABGTACATCAAT
421 GGGCGTGGAT AGCGGTTTGA CTCACGGGGA TTTCCAAGTC TCCATTGACGTCAAT
481 GGGAGTTTGT TTTGGCACCA AAATCAACGG GACTTTCCAA AATGAEGAACTCCGCC
541 CCATTGACGC AAATGGGCGG TAGGCGTGTA CGGTGGGAGG TBRGIBAGAGCT@
601 tc

BGHP(A): 3+ 1 CG (Xmal); Prel (5), Xmal (238);

1 cagt[GTTTAA ACQTGTGCCTTCTAGTTGCC AGCCATCTGT TGTTTGCCCC TCCCCCGTGC
61 CTTCCTTGAC CCTGGAAGGT GCCACTCCCA CTGTCCTTTC CTAMIASAGGAAATTG

121 CATCGCATTG TCTGAGTAGG TGTCATTCTA TTCTGGGGGG TGEHE GAGGACAGCA
181  AGGGGGAGGA TTGGGAAGAC AATAGCAGGC ATGCTGGGGA TGGEGTFATGEC]

241 GGGt at ¢

pUC Origin (__ant i sense-Orientierung): 45 + 1 CG (Xmal/Bgll1), 45 CG (EcoRI/Bglll);
Xmal (5), EcoRl (15), Bglll (695), Cal (705)

1 gt ca[COCGEJ TAGIGAATT] ATGTGAGCAMAGGCCAGCAAAGGCCAGBACCGTAAAA

61 AGGCCGCGTGCTGGCGTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCTGACGAGCATACAAAAATC

121 GACGCTCAAGCAGAGGTGEGAAACCCGREAGGACTATAAGATACCAGSCGTTTCCCC
181 CTGGAAGCTCCTCGTGCGTCTCCTGTTCCGACCCTGCGCTTACCGGAACCTGTCCG
241 CCTTTCTCCCITCGGGAAGGTGGCGCTTLCTCATAGCTCACGCTGTAGGATCTCAGTT
301 CGGTGTAGGEGTTCGCTCAAGCTGGGCGTGTGCACGACCCCCCGTTAGCCCGACC
361 GCTGCGCCTRATCCGGTAATATCGTCTTGAGTCCAACCGGTAAGACAGACTTATCGC
421 CACTGGCAGBGCCACTGGRACAGGATTAGCAGAGCGAGTATGTAGGEGGTGCTACAG
481 AGTTCTTGAAGTGGTGGCCRACTACGGCRACACTAGAAGSACAGTATTTGGTATCTGCG
541 CTCTGCTGAAGCCAGTTACATCGGAAAAAGAGTTGGTAGTCTTGATCOGGGCAAACAAA
601 CCACCGCTGGBAGCGGTGGTTTTTTGTTT GCAAGCAGCHATTACGCGAGAAAAAAAG
661 GATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGBGATCI] GTCAATCGAT| agct
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110 pUC origin ( ant i sense-Orientierung): 39 + 1 CG (Xmal); Xmal (1),
1 [CCCGGETAGT [GAATTCATGT GAGCAAAAGGCAGCAAAAGCCAGGAACGTAAAAAGGC
61 CGCGTTGCTG GCGTTTTTCC ATAGGCTCCG CCCCCCTGAC GASCATBAATCGACG
121 CTCAAGTCAG AGGTGGCGAA ACCCGACAGG ACTATAAAGA TACGAQTGCCCCCTGG

181 AAGCTCCCTC GTGCGCTCTC CTGTTCCGAC CCTGCCGCTT ACBGGATGTCCGCCTT

Bgl Il (580);

241 TCTCCCTTCG GGAAGCGTGG CGCTTTCTCA TAGCTCACGC TGFAGATAGTTCGGT
301 GTAGGTCGTT CGCTCCAAGC TGGGCTGTGT GCACGAACCC CCAIBIUCGACCGCTG
361 CGCCTTATCC GGTAACTATC GTCTTGAGTC CAACCCGGTA AGMINCTGATCGCCACT
421 GGCAGCAGCC ACTGGTAACA GGATTAGCAG AGCGAGGTAT GTBBECTACAGAGTT
481 CTTGAAGTGG TGGCCTAACT ACGGCTACAC TAGAAGGACA GTATWBCTGCGCTCT
541 GCTGAAGCCA GTTACCTTCG GAAAAAGAGT TGGTAGUAGATCT]

Amp 1: 1 + 1 Cqdal); Cal (5), Bglll (1401)
1 gt cc|ATCGAT] TAGTATATCT GGCCAGTACA TCTCCAAGCA GTGCAAAAGG CCTAACCCTA
61 AGCAGATTCT TCATGCAATT GTAGGTCAAG CCTTGCCTTG TTGTAGCTTA AATTTTGCTA
121 GOCCACTACT CAGTGACCTC CAACACACAA GCAGGGAGCA GATACTGGCT TAACTATGAG
181 GCATCAGAGC AGATTGTACT GAGAGTGCAC CATAGGGGAT TGGGAGAACT CCCTATCAGT
241 CAATTTCAGG TGGCACTTTT CAGGGAAATG TGAGCTGAAT GCATIACCCCTATTTGTTTAT
301 TTTTCTAAAT ACATTCAAAT ATGTATCCGC TCATGAGACA ATAATGE TAAATGCTTC
361 AATAATATTG AAAAAGGAAG ABGTACTIA TGAGTATTCA ACATTTCAGA GITGCCCTTA
421 TTCCCTTTTT TGCTGCCTTT TGCCTTCCTG TTTTTGCTCA CCCAGAAACC CTGGTGAAAG
481 TAAAAGATGC TGAAGATCAG TTGGGTGCAA GAGTGGGTTA CATTGAACTG GATCTCAACT
541 CTGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTAGACCAG AAGAAAGATT TCCAATGATG AGCACCTTTA
601 AAGTTCTGCT ATGTGGTGCA GTATTATCCA GAATTGATGC TGGGCAAGAG CAACTGGGTA
661 GAAGAATACA CTATTCTCAG AATGACTTGG TTGAGTACAG TCCAGTCACA GAAAAGCATC
721 TTACAGATGG CATGACAGTA AGAGAATTAT GCAGTGCTGC CATAACCATG AGTGATAACA
781 CTGCTGCCAA CTTACTTTTG ACAACCATTG GAGGACCAAA GGAGTTGACT GCTTTTTTGC
841 ACAACATGGG TGATCATGTA ACTAGGCTTG ATAGATGGGA ACCAGAGCTG AATGAAGCCA
901 TACCAAATGA TGAGAGGGAC ACCACCATGC CTGTAGCAAT GGCAACAACC TTGAGGAAAC
961 TATTAACTGG TGAACTGCTT ACTCTAGCTT CCAGACAACA ATTAATAGAC TGGATGGAGG
1021  CAGATAAAGT TGCAGGACCA CTTCTGAGGT CTGCCCTTCC AGCTGGCTGG TTCATTGCAG
1081  ATAAATCTGG AGCAGGTGAG AGAGGGTCTA GAGGTATCAT TGCAGCACTG GGGCCAGATG
1141  GTAAGCCCTC CAGGATTGTA GITATCTACA CCACAGGCAG TCAGGCAACC ATGGATGAGA
1201  GAAATAGGCA GATTGCAGAG ATTGGTGCCT CATTGATTAA GCATTGGTAA [GTTAAGCTGT
1261  CAGACCAAGT TTACTCATAT ATACTTTAGA TTGATTTAAA ACTTCATTTT TAATTTAAAA
1321  GGATCTAGGT GAAGATCCTT TTTGATAATC TCATGACCAA AATCCCTTAA CATGAGITTT
1381  GGTTCCACTG AGAGTCAGAC [AGATCTjagt a

Hygr 1: 1 + 1 CG (Xmal); Xmal (5), EcoRl (2046)
1 tagt CTTCTGAGGC TGAAAGAACC AGCTGGGGCT CTAGGGGGTA TCCCCACTCA
61 CCCTGTAGCA GTGCATTAAG CTCAGCAGGT GTGGTGGTTA GGCTCAGTGI GACTGCTACA
121 CTTGCCAGTG COCTAGCACC AGCTCCTTTC ACTTTCTTCC CTTCCTTTCT CACCACATTG
181 GCAGGCTTTC CCAGTCAAGC TCTAAATTGG GGGTCCCTTT AGGGTTCAGA TTTAGTGCTT
241 TACTGCACCT GGACCCCAAA AAACTTGATT AGGGTGATGG TTCTTGTACC TAGAAGTTCC
301 TATTCCGAAG TTCCTATTCT CTAGAAAGTA TAGGAACTTTTGGCACTT AAGAAAAAGC
361 CTGAACTCAC TGCCACCTCT GTGGAGAAGT TTCTTATTGA AAAATTTGAC TCTGTCAGTG
421 ACTTGATGCA GCTCAGTGAA GGTGAAGAAT CTAGGGCTTT CAGCTTTGAT GTAGGAGGGA
481 GAGGATATGT CCTGAGAGTA AATAGCTGTG CAGATGGTTT CTACAAAGAT AGATATGIGT
541 ATAGGCACTT TGCATCTGCA GOCCTCCCAA TTCCAGAAGT GTTAGACATT GGGGAATTTT
601 CTGAGAGCTT GACCTATTGC ATCTCCAGAA GAGCACAGGG TGTCACCTTG CAAGACCTGC
661 CTGAAACTGA ACTGCCTGCT GTGCTGCAGC CTGTGGCAGA GGCCATGGAT GCAATTGCTG
721 CAGCAGACCT TAGCCAGACC TCTGGGTTTG GOCCATTTGG ACCACAAGGA ATTGGTCAAT
781 ACACTACATG GAGAGATTTC ATATGTGCCA TTGCAGATCC CCATGTGTAT CATTGGCAAA
841 CTGTGATGGA TGACACTGTG AGTGCAAGTG TGGCCCAAGC TCTGGATGAG CTTATGCTTT
901 GGGCAGAGGA CTGCCCTGAA GTGAGGCATC TGGTTCATGC AGATTTTGGC TCCAACAATG
961 TCTTAACAGA CAATGGCAGA ATAACAGCAG TGATTGACTG GAGTGAAGCC ATGTTTGGIG
1021  ATTCCCAATA TGAGGTGGCC AACATATTCT TCTGGAGGCC TTGGTTGGCT TGTATGGAAC
1081  AGCAGACCAG ATACTTTGAG AGAAGGCATC CTGAGCTGGC AGGAAGCCCA AGACTCAGEG
1141  CCTATATGCT CAGAATTGGT CTTGACCAAC TGTATCAGAG CTTGGTTGAT GGCAATTTTG
1201  ATGATGCAGC TTGGGCCCAG GGAAGGTGTG ATGCAATTGT CAGGTCTGGA GCAGGGACTG
1261  TGGGGAGAAC ACAAATTGCC AGGAGAAGTG CAGCTGTTTG GACAGATGGC TGTGTAGAGG
1321  TGCTGGCAGA TAGTGGAAAC AGAAGGCCCA GCACTAGACC AAGGGCAAAG GAATAGATTT]
1381  [AAAT|CATGTA CTAAGAGATT TGGATTCCAC TGCAGCCTTC TATGAAAGGT TGGGCTTCAG
1441  AATGGTTTTC CAGGACTCCA GCTGGATGAT CCTCCAGCAC TGGGATCTCA TGCTGGAGIT
1501  CTTCTCCCAC CCAGACACTA GTQAACTTGT TTATTGCAGC TTATAATGGT TACAAATAAA
1561  GCAATAGCAT CACAAATTTC ACAAATAAAG CATTTTTTTC ACTGUBT AGTTGTGGTT
1621  TGTCCAAACT CATCAATGTA TCTTATCATGCTGITAATT AATATACCAT TGACCTCTAG
1681  CTAGAGCTTG GAGTAATCAT GGTCATAGCT GITTCCTGTG TGAAATTGIT ATCAGCTCAC
1741  AATTCCACAC AACATACTAG CAGGAAGCAT AAAGTGTAAA GCCTGGGGTG CCTAATGAGT
1801  GAGCTAACTC ACATTAATTG CCTTCCTCTC ACTGCCAGCT TTCCAGTCAG GAAACCTGTA
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1861  GTGOCAGCTG CATTAATGAA TCTGCCAACT CACTGGGAGA GGAGGTTTGC CTATTGGGCA
1921  CTCTTCAGCT TCCTAGCTCA CTGACTGGCT GCACTCAGTG GTTCAGCTGC TGCTAGCAGT
1981  ATCAGCTCAC TCAAAGGCTG TAATAGGGIT ATCCACAGAA TCAGGGGATA ACTCAGGAAA
2041  GAACTIGAATT Cagot

MCS 1: 1 CY(T7-Prom) Sacl (5), Pnel (132)

1 t gt aGAGCTJ TCTGGCTAAC TAGAGAACCC ACTGCTTACT GGCTTATCTA AATTAATACG
61 ACTCACTATA GGSGACCCA AGCTGTTAAG CTT|GGTAGAT ATOAGGGATC GACTCAGCTG
121 ATCAGCCTCC gta

kana 0: 0 CG Scal (1), Hpal (823)

1 [AGTACTIATGA GCCATATTCA AAGAGAAACC TCTTGCTCTA GGCCAAGGTT AAATTCCAAC
61 ATGGATGCTG ATTTATATGG GTATAAATGG GCTAGAGATA ATGTTGGGCA ATCAGGTGCC
121 ACAATCTACA GGTTGTATGG GAAGCCAGAT GCACCAGAGT TGITTCTGAA ACATGGCAAA
181 GGTTCTGTTG CCAATGATGT TACAGATGAG ATGGTCAGAC TAAACTGGCT GACTGAATTT
241 ATGCCTCTTC CAACCATCAA GCATTTTATC AGGACTCCTG ATGATGCATG GTTACTCACC
301 ACTGCCATCC CAGGGAAAAC AGCATTCCAG GTATTAGAAG AATATCCTGA TTCAGGTGAA
361 AATATTGITG ATGOCCTGGC AGTGITCCTG AGAAGGTTGC ATTCTATTCC TGTTTGTAAT
421 TGTCCTTTTA ACTCTGATAG AGTATTTAGG CTGGCTCAGG CCCAATCAAG AATGAATAAT
481 GGTTTGGTTG ATGCCAGTGA TTTTGATGAT GAGAGAAATG GCTGGCCTGT TGAACAAGTC
541 TGGAAAGAAA TGCACAAACT TTTGCCATTC TCACCAGATT CAGTGGTCAC TCATGGTGAT
601 TTCTCACTTG ATAACCTTAT TTTTGATGAG GGGAAATTAA TAGGTTGTAT TGATGTTGGA
661 AGAGTGGGAA TTGCAGACAG ATACCAGGAT CTTGCCATCC TATGGAACTG CCTGGGTGAG
721 TTTTCTCCTT CATTACAGAA AAGGCTTTTT CAAAAATATG GTATTGATAA TCCTGATATG
781 AATAAATTGC AGTTTCATTT GATGCTGGAT GAGTTTTTCT AA[GTTAAJ

delBGH BanHl/ Mscl: BanH (1), Mscl (672)
108-332: BGH P(A); 622-669: FRT-Element

1 [GGATCOACTA GTCCAGIGIG GTGGAATTCT GCAGATATCC AGCACAGTGG CGGCCGCTCG
61 AGTCTAGAGG GOCCGTTTAA ACOCGCTGAT CAGCCTCGAG TTTAAAQCTG TGCCTTCTAG
121 TTGCCAGCCA TCTGTTGTTT GCCCCTCCCC AGTGCCTTCC TTGREEBAGGTGCCAC
181 TCCCACTGTC CTTTCCTAAT AAAATGAGGA AATTGCAGGG CATTGRGTAGGTGTCA
241 TTCTATTCTG GGGGGTGGGG TGGGGCAGGA CAGCAAGGGG GBGGAGACAATAG
301 CAGGCATGCT GGGGATGCAG TGGGCTCTATOBGEGCT TCTGAGEOGG AAAGAACCAG
361 CTGGGGCTCT AGGGGGTATC COCACGOGCC CTGTAGOGGC GCATTAAGOG CGGCGGGTGT
421 GGTGGTTACG CBCAGCGTGA OOGCTACACT TGCCAGOGCC CTAGCGOOCG CTCCTTTCOGC
481 TTTCTTCCCT TCCTTTCTCG CCACGTTCGC CGGCTTTCCC CGTCAAGCTC TAAATCGGRG
541 GCTCCCTTTA GGGTTCCGAT TTAGTGCTTT ACGGCACCTC GACCCCAAAA AACTTGATTA
601 GGGTGATGGT TCACGTACCT AGAAGTTCCT ATTCCGAAGTCCTATTCTC TAGAAAGTAT
661 AGGAACTTC TTGGCCA

F.3.2 Sequenzen eukaryontischer Expressionsplasmide:

Dargestellte Vektorsequenzen beginnen mit der Sequenz des CMV-Promotors bzw.
der vorangehenden singularen Schnittstelle. Aufgefiihrt werden die Sequenzen der
Plasmide pRS, pAS sowie pAS110°. Alle weiteren Vektoren kdnnen durch Austausch
von Vektorelementen, wie unter Kapitel C.2.2 beschrieben, generiert werden.

pRS (3085 bp): 164 CG

1 GTTGACATTG ATTATTGACT AGTTATTAAT AGTAATCAAT TACGGGGTCA TTAGTTCATA
61 GCOCATATAT GGAGTTCCGC GTTACATAAC TTACGGTAAA TGGOCCGOCT GGCTGACCGC
121  CCAACGACCC COGCCCATTG ACGTCAATAA TGACGTATGT TCOCATAGTA ACGCCAATAG
181  GGACTTTCCA TTGACGTCAA TGGGTGGAGT ATTTACGGTA AACTGOCCAC TTGGCAGTAC
241  ATCAAGTGTA TCATATGCCA AGTACGCCCC CTATTGACGT CAATGACGGT AAATGGOCCG
301  OCTGGCATTA TGOCCAGTAC ATGACCTTAT GGGACTTTCC TACTTGGCAG TACATCTACG
361  TATTAGTCAT CGCTATTACC ATGGTGATGC GGTTTTGGCA GTACATCAAT GGGOGTGGAT
421  AGCGGTTTGA CTCACGGGGA TTTCCAAGTC TCCACCCCAT TGACGTCAAT GGGAGTTTGT
481  TTTGGCACCA AAATCAACGG GACTTTCCAA AATGTCGTAA CAACTCCGOC CCATTGACGC
541  AAATGGGOGG TAGGCGTGTA CGGTGGGAGG TCTATATAAG CAGAGCTCTC TGGCTAACTA
601  GAGAACCCAC TGCTTACTGG CTTATCGAAA TTAATACGAC TCACTATAGG GAGACCCAAG
661  CTGGECTAGCG TTTAAACTTA AGCTTGGTAC CGAGCTCGGA TCCACTAGTC CAGTGTGGTG
721  GAATTCTGCA GATATCCAGC ACAGTGGOGG COGCTCGAGT CTAGAGGGECC CGTTTAAACC
781  OGCTGATCAG CCTCGACTGT GOCTTCTAGT TGCCAGCCAT CTGTTGTTTG CCOCTCOCCC
841  GTGOCTTCCT TGACCCTGGA AGGTGOCACT CCCACTGTCC TTTCCTAATA AAATGAGGAA
901  ATTGCATOGC ATTGTCTGAG TAGGTGTCAT TCTATTCTGG GGGGTGGGEGT GGGGECAGGAC



Anhang

961  AGCAAGGGEG AGGATTGGGA
1021  GATGCATCCG TACGTTAACA
1081  GGOOGCGTTG CTGGOGTTTT
1141  ACGCTCAAGT CAGAGGTGGC
1201  TGGAAGCTCC CTOGTGOGCT
1261  CTTTCTOCCT TCGGGAAGCG
1321  GGTGTAGGIC GITOGCTCCA
1381  CTGOGCCTTA TCOGGTAACT
1441  ACTGGCAGCA GCCACTGGTA
1501  GITCTTGAAG TGGTGGCCTA
1561  TCTGCTGAAG CCAGTTACCT
1621  CACOGCTGGT AGOGGTGGIT
1681  ATCTCAAGAA GATCCTTTGA
1741  ACGTTAAGGG ATTTTGGTCA
1801  TTAAAAATGA AGTTTTAAAT
1861  CCAATGCTTA ATCAGTGAGG
1921  TGOCTGACTC CCOGTCGTGT
1981  TGCTGCAATG ATACCGOGAG
2041  GOCAGOCGGA AGGGOCGAGC
2101  TATTAATTGT TGOOGGGAAG
2161  TGTTGOCATT GCTACAGGCA
2221  CTCOGGTTCC CAACGATCAA
2281  TAGCTCCTTC GGTCCTCCGA
2341  GGTTATGGCA GCACTGCATA
2401  GACTGGTGAG TACTCAACCA
2461  TTGOCOGGCG TCAATACGEG
2521  CATTGGAAAA CGTTCTTCGG
2581  TTOGATGTAA COCACTCGTG
2641  TTCTGGGTGA GCAAAAACAG
2701  GAAATGTTGA ATACTCATAC
2761  TTGTCTCATG AGCGGATACA
2821  GOGCACATTT COCCGAAAAG
2881  CTATGGTGCA CTCTCAGTAC
2941  CCTGCTTGTG TGTTGGAGGT
3001  CAAGGCTTGA COGACAATTG
3061  CGOGATGTAC GGGOCAGATA
pPAS (3034 bp): 83 CG

1 ATCGATGITG ACATTGATTA
61 TTCATAGCCC ATATATGGAG
121 GACOGCOCAA CGACCOOOGC
181  CAATAGGGAC TTTCCATTGA
241 CAGTACATCA AGTGTATCAT
301  GEOCCGOCTG GCATTATGOC
361  TCTACGTATT AGTCATCGCT
421  GTGGATAGOG GTTTGACTCA
481  GITTGTTTTG GCACCAAAAT
541  TGACGCAAAT GGBGOGGTAGG
601  TAACTAGAGA ACCCACTGCT
661  COCAAGCTGT TAAGCTTGGT
721 AACCTGTGCC TTCTAGITGC
781  COCTGGAAGG TGOCACTCOC
841  GICTGAGTAG GTGTCATTCT
901  ATTGGGAAGA CAATAGCAGG
961  ATTCATGTGA GCAAAAGGCC
1021  GITTTTCCAT AGGCTCOGCC
1081  GTGGOGAAAC CCGACAGGAC
1141  GOGCTCTCCT GITCCGACCC
1201  AAGOGTGGCG CTTTCTCATA
1261  CTCCAAGCTG GGCTGTGIGC
1321  TAACTATCGT CTTGAGTCCA
1381  TGGTAACAGG ATTAGCAGAG
1441  GCCTAACTAC GGCTACACTA
1501  TACCTTOGGA AAAAGAGTTG
1561  TGGTTTTTTT GITTGCAAGC
1621  TTTGATCTTT TCTACGGGAG
1681  GATTTTGGIC ATGAGATTAT
1741  AAGTTTTAAA TCAATCTAAA
1801  ATGCTTAATC AATGAGGCAC
1861  CTGACTGOCT GTGGTGTAGA
1921  TGCAATGATA CCTCTAGACC
1981  AGCTGGAAGG GCAGACCTCA
2041  TAATTGTTGT CTGGAAGCTA
2101  TGOCATTGCT ACAGGCATGG
2161  TGGTTCCOCAT

2221

CTCCTTTGGT

AGACAATAGC
TGTGAGCAAA
TCCATAGECT
GAAACCCGAC
CTCCTGITCC
TGECCCTTTC
AGCTGECECTG
ATCGICTTGA
ACAGGATTAG
ACTACGCCTA
TCGGAAAAAG
TTTTTGITTG
TCTTTTCTAC
TGAGATTATC
CAATCTAAAG
CACCTATCTC
AGATAACTAC
ACCCACCCTC
GCAGAAGT GG
CTAGAGTAAG
TCGTGGTGIC
GGCGAGITAC
TCGITGICAG
ATTCTCTTAC
AGTCATTCTG
ATAATACCGC

TCTTCCTTTT
TATTTGAATG
TGCCACCTGA
AATCTGCTCT
CCCTGAGTAG
CATGAAGAAT
TACGC

TTGACTAGIT
TTCCGCGITA
CCATTGACGT
CGTCAATGGEG
ATGCCAAGTA
CAGTACATGA
ATTACCATGG
CGGGGATTTC
CAACGGGACT
CGTGTACGGT
TACTGCCTTA
AGATATCAGG
CAGCCATCTG
ACTGTCCTTT
ATTCTGEEEG
CATGCTGEEG
AGCAAAAGGEC
CCCCTGACGA
TATAAAGATA
TGCCGCTTAC
GCTCACGCTG
ACGAACCCCC
ACCCGGTAAG
CGAGGTATGT
GAAGGACAGT
GITAGCTCTTG
AGCAGATTAC
ATCTGICTGA
CAAAAAGGAT
GTATATATGA
CAATCTCTCGC
TAACTACAAT
CTCTCTCACC
GAAGTGGTCC
GAGTAAGCAG
TGGTGTCCCT

AGGCATCCTG
AGGCCAGCAA
CCGCCCCCCT
AGGACTATAA
GACCCTGCCG
TCATAGCTCA
TGTGCACGAA
GI'CCAACCCG
CAGAGCGAGG
CACTAGAAGG
AGITGGTAGC
CAAGCAGCAG
GGCGTCTGAC
AAAAAGGATC
TATATATGAG
AGCGATCTGT
GATACGGGAG
ACCGGCTCCA
TCCTGCAACT
TAGTTCGCCA
ACGCTCGICG
ATGATCCCCC
AAGTAAGTTG
TGTCATGCCA
AGAATAGIGT
GCCACATAGC
CTCAAGGATC
ATCTTCAGCA
TGCCGCAAAA
TCAATATTAT
TATTTAGAAA
CGTCGACGGA
GATGCCGCAT
TGCGCGAGCA
CTCCTTAGGG

ATTAATAGTA
CATAACTTAC
CAATAATGAC
TGGAGTATTT
CGCCCCCTAT
CCTTATGGGA
TGATGCGGTT
CAAGTCTCCA
TTCCAAAATG
GGGAGGTCTA
TCTAAATTAA
GATCCACTCA
TTGTTTGCCC
CCTAATAAAA
GIGEEGTGEG
ATGCCGGTGEG
CAGGAACCGT
GCATCACAAA
CCAGGCGITT
CGGATACCTG
TAGGTATCTC
CGITCAGCCC
ACACGACTTA
AGGCGGTGCT
ATTTGGTATC
ATCCGGCAAA
GCGCAGAAAA
CTCTCAGIGG
CTTCACCTAG
GTAAACTTGG
AATCTGCCTA
CCTGGAGGEEC
TGCTCCAGAT
TGCAACTTTA
TTCACCAGIT
CTCATCATTT

GGGATGCGGT
AAGGCCAGGA
GACGAGCATC
AGATACCAGG
CTTACCGGAT
CGCTGTAGGT
CCCCCCGTTC
GIAAGACACG
TATGTAGGCG
ACAGTATTTG
TCTTGATCCG
ATTACGCGCA
GCTCAGTGGA
TTCACCTAGA
TAAACTTGGT
CTATTTCGTT
GGCTTACCAT
GATTTATCAG
TTATCCGCCT
GITAATAGTT
TTTGGTATGG
ATGTTGIGCA
GCCGCAGTGT
TCCGTAAGAT
ATGCGGCGAC
AGAACTTTAA
TTACCGCTGT
TCTTTTACTT
AAGGGAATAA
TGAAGCATTT
AATAAACAAA
TCGGGAGATC
AGTTAAGCCA
AAATTTAAGC
TTAGECGITT

ATCAATTACG
GGTAAATGCEC
GTATGITCCC
ACGGTAAACT
TGACGTCAAT
CTTTCCTACT
TTGGCAGTAC
CCCCATTGAC
TCGTAACAAC
TATAAGCAGA
TACGACTCAC
GCTGATCAGC
CTCCCCCGTG
TGAGGAAATT
GCAGGACAGC
CTCTATGECC

TCCGCCTTTC
AGITCGGTGT
GACCGCTGCG
TCGCCACTGG
ACAGAGITCT
TGCGCTCTGC
CAAACCACCG
AAAGGATCTC
AACCAAAACT
ATCCTTTTAA
TCTGACAGGT
TTTCTCTCAT
TTACCATCTG
TTATCTGCAA
TCTGCCTCCA
AATAGITTCC
GGTATGECTT

CTATCAAGCC TAGTTACATG ATCACCCATG TTGTGCAAAA
CCTCCAATGG TTGTCAAAAG TAAGTTGGCA

GCAGTGITAT

GCCCTCTATG
ACCGTAAAAA
ACAAAAATCG
CGITTCCCCC
ACCTGICCGC
ATCTCAGITC
AGCCCGACCG
ACTTATCGCC
GIGCTACAGA
GITATCTGCGC
GCAAACAAAC
GAAAAAAAGG
ACGAAAACTC
TCCTTTTAAA
CTGACAGITA
CATCCATAGT
CTGGCCCCAG
CAATAAACCA
CCATCCAGTC
TGCGCAACGT
CTTCATTCAG
AAAAAGCGGT
TATCACTCAT
GCTTTTCTGT
CGAGITGCTC
AAGTGCTCAT
TGAGATCCAG
TCACCAGCGT
GGGCGACACG
ATCAGGGITA
TAGGEGTTCC
TCCCGATCCC
GITATCTGCTC
TACAACAAGG
TGCGCTCCTT

GGGTCATTAG
CCGCCTGECT
ATAGTAACGC
GCCCACTTGG
GACGGTAAAT
TGGCAGTACA
ATCAATGEEC
GICAATGGGA
TCCGCCCCAT
GCTCTCTGGC
TATAGGGAGA
CTCCAGITTA
CCTTCCTTGA
GCATCGCATT
AAGCCCGAGG
CGGGTAGTGA
CGITGCTGEC
CAAGTCAGAG
GCTCCCTCGT
TCCCTTCGEG
AGGTCGTTCG
CCTTATCCGG
CAGCAGCCAC
TGAAGTGGTG
TGAAGCCAGT
CTGGTAGCGG
AAGAAGATCC
CATGITAAGG
ATTAAAAATG
TAACTTACCA
CCATGGITGC
GCCCCAGTGC
TGAACCAGCC
TCCAGICTAT
TCAAGGTTGT
CATTCAGCTC
AAGCAGTCAA
CACTCATGGT



Anhang

2281  TATGGCAGCA CTGCATAATT
2341  TGGACTGTAC TCAACCAAGT
2401  CCCAGCATCA ATTCTGGATA
2461  TGGAAATCTT TCTTCTGGTC
2521  AATGTAACCC ACTCTTGCAC
2581  TGGGTGAGCA AAAACAGGAA
2641  ATGTTGAATA CTCATAGTAC
2701  TTATTGTCTC ATGAGOGGAT
2761  ATGCATTCAG CTCACATTTC
2821  OCCAATCOCC TATGGTGCAC
2881  TATCTGCTCC CTGCTTGIGT
2941  ACAACAAGGC AAGGCTTGAC
3001 GCACTGCTTG GAGATGTACT
pAS110° (2924 bp): 77 CG

1 ATCGATGTTG ACATTGATTA
61 TTCATAGCCC ATATATGGAG
121  GACCGOCCAA CGACCOCOGC
181  CAATAGGGAC TTTCCATTGA
241  CAGTACATCA AGTGTATCAT
301  GGOCCGOCTG GCATTATGCC
361  TCTACGTATT AGTCATCGCT
421  GTGGATAGCG GTTTGACTCA
481  GITTGITTTG GCACCAAAAT
541  TGACGCAAAT GGGCGGTAGG
601  TAACTAGAGA ACCCACTGCT
661  OCCAAGCTGT TAAGCTTGGT
721  AACCTGTGCC TTCTAGTTGC
781  OCCTGGAAGG TGOCACTCCC
841  GICTGAGTAG GTGTCATTCT
901  ATTGGGAAGA CAATAGCAGG
961  ATTCATGTGA GCAAAAGGCC
1021  GTTTTTCCAT AGGCTCCGCC
1081  GTGGCGAAAC COGACAGGAC
1141  GOGCTCTCCT GTTCOGACCC
1201  AAGOCGTGEOG CTTTCTCATA
1261  CTCCAAGCTG GGCTGTGTGC
1321  TAACTATCGT CTTGAGTCCA
1381  TGGTAACAGG ATTAGCAGAG
1441  GOCTAACTAC GGCTACACTA
1501 TACCTTCGGA AAAAGAGTTG
1561  CATGTTAAGG GATTTTGGTC
1621  ATTAAAAATG AAGTTTTAAA
1681  TAACTTACCA ATGCTTAATC
1741  CCATGGTTGC CTGACTGCCT
1801  GOCCCAGTGC TGCAATGATA
1861  TGAACCAGOC AGCTGGAAGG
1921  TCCAGTCTAT TAATTGITGT
1981  TCAAGGTTGT TGOCATTGCT
2041  CATTCAGCTC TGGTTCCCAT
2101  AAGCAGTCAA CTCCTTTGGT
2161  CACTCATGGT TATGGCAGCA
2221  TTTCTGTGAC TGGACTGTAC
2281  GITGCTCTTG CCCAGCATCA
2341  TGCTCATCAT TGGAAATCTT
2401  GATCCAGTTC AATGTAACCC
2461  CCAGGGTTTC TGGGTGAGCA
2521  CAACTCTGAA ATGTTGAATA
2581  TTTATCAGGG TTATTGTCTC
2641  AAATAGGGGT ATGCATTCAG
2701  AGGGAGTTCT CCCAATCCCC
2761  GITAAGCCAG TATCTGCTCC
2821  AATTTAAGCT ACAACAAGGC
2881 TAGGCCTTTT GCACTGCTTG

CTCTTACTGT
CATTCTGAGA
ATACTGCACC
TAAAACTCTC
CCAACTGATC
GGCAAAAGGEC
TACTCTTCCT
ACATATTTGA
CCTGAAAAGT
TCTCAGTACA
GITGGAGGTC
CTACAATTGC
GGCCAGATAT

TTGACTAGIT
TTCCGCGITA
CCATTGACGT
CGTCAATGCG
ATGCCAAGTA
CAGTACATGA
ATTACCATGG
CGCGGATTTC
CAACGGGACT
CGTGTACGGT
TACTGECTTA
AGATATCAGG
CAGCCATCTG
ACTGICCTTT
ATTCTGEEEG
CATGCTGEEG
AGCAAAAGGEC
CCCCTGACGA
TATAAAGATA
TGCCGCTTAC
GCTCACGCTG
ACGAACCCCC
ACCCGGTAAG
CGAGGTATGT
GAAGGACAGT
GTAGCTCTAG
ATGAGATTAT
TCAATCTAAA
AATGAGCGCAC
GIGGTGTAGA
CCTCTAGACC
GCAGACCTCA
CTGGAAGCTA
ACAGCCATGG
CTATCAAGCC
CCTCCAATGG
CTGCATAATT
TCAACCAAGT
ATTCTGGATA
TCTTCTGGTC
ACTCTTGCAC
AAAACAGGAA
CTCATAGTAC
ATGAGCGGAT
CTCACATTTC
TATGGITGCAC
CTGCTTGTGT
AAGCCTTGAC
GAGATGTACT

CATGCCATCT
ATAGTGTATT
ACATAGCAGA
AAGGATCTTA
TTCAGCATCT
AGCAAAAAAG
TTTTCAATAT
ATGTATTTAG
GCCACCTGAA
ATCTCCTCTG
ACTGAGTAGT
ATGAAGAATC
ACTA

ATTAATAGTA
CATAACTTAC
CAATAATGAC
TGGAGTATTT
CGCCCCCTAT
CCTTATGGGA
TGATGCGGTT
CAAGTCTCCA
TTCCAAAATG
GGGAGGTCTA
TCTAAATTAA
GATCCACTCA
TTGITTGCCC
CCTAATAAAA
GIGGGEGTGEG
ATGCGGTGEG
CAGGAACCGT
GCATCACAAA
CCAGGCGTTT
CGGATACCTG
TAGGTATCTC
CGTTCAGCCC
ACACGACTTA
AGGCGGTCCT
ATTTGGTATC
ATCTGICTGA
CAAAAAGGAT
GTATATATGA
CAATCTCTGC
TAACTACAAT
CTCTCTCACC
GAAGTGGTCC
GAGTAAGCAG
TGGTGTCCCT
TAGITACATG
TTGTCAAAAG
CTCTTACTGT
CATTCTGAGA
ATACTGCACC
TAAAACTCTC
CCAACTGATC
GGCAAAAGCC
TACTCTTCCT
ACATATTTGA
CCTGAAAAGT
TCTCAGTACA
GITGGAGGTC
CTACAATTGC
GGCCAGATAT

GITAAGATGCT
CTTCTACCCA
ACTTTAAAGG
CCAGAGITGA
TTTACTTTCA
GGAATAAGGG
TATTGAAGCA
AAAAATAAAC
ATTGACTGAT
ATGCCTCATA
GGGCTAGCAA
TGCTTAGSGT

ATCAATTACG
GGTAAATGGC
GTATGITCCC
ACGGTAAACT
TGACGTCAAT
CTTTCCTACT
TTGGCAGTAC
CCCCATTGAC
TCGTAACAAC
TATAAGCAGA
TACGACTCAC
GCTGATCAGC
CTCCCCCGTG
TGAGGAAATT
GCAGGACAGC
CTCTATGGCC

CATGCCATCT
ATAGTGTATT
ACATAGCAGA
AAGGATCTTA
TTCAGCATCT
AGCAAAAAAG
TTTTCAATAT
ATGTATTTAG
GCCACCTGAA
ATCTCCTCTG
ACTGAGTAGT
ATGAAGAATC
ACTA

TTTCTGTGAC
GITGCTCTTG
TGCTCATCAT
GATCCAGITC
CCAGGGITTC
CAACTCTGAA
TTTATCAGGG
AAATAGCGGT
AGGGAGITCT
GTTAAGCCAG
AATTTAAGCT
TAGGCCTTTT

GGGICATTAG
CCGCCTGECT
ATAGTAACGC
GCCCACTTGG
GACGGTAAAT
TGGCAGTACA
ATCAATGGGEC
GTCAATGGGA
TCCGCCCCAT
GCTCTCTGGC
TATAGGGAGA
CTCCAGITTA
CCTTCCTTGA
GCATCGCATT
AAGGCCGAGG
CGGGTAGIGA
CGTTGCTGEC
CAAGTCAGAG
GCTCCCTCGT
TCCCTTCGGG
AGGTCGTTCG
CCTTATCCGG
CAGCAGCCAC
TGAAGTGGTG
TGAAGCCAGT
AACCAAAACT
ATCCTTTTAA
TCTGACAGGT
TTTCTCTCAT
TTACCATCTG
TTATCTGCAA
TCTGCCTCCA
AATAGITTCC
GGTATGECTT
TTGTGCAAAA
GCAGTGITAT
GTAAGATGCT
CTTCTACCCA
ACTTTAAAGG
CCAGAGTTGA
TTTACTTTCA
GGAATAAGGG
TATTGAAGCA
AAAAATAAAC
ATTGACTGAT
ATGCCTCATA
GGGCTAGCAA
TGCTTAGGGT
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A.v.
AG
AMD
Amp
amp
AP
AP1
AS
ATP

BGH
bla
bp
BSA

T

SmC

ca.

CAl

CF
CFB1(=CGBP)
CGBP

CHO
CMV-Promotor
CpG

CPSF

CREB

CStF

CXXC

D

Da
dam’
DC
dem’
DNA
DNMT
dNTP
ds
DTT

ECL
E. coli
EDTA
ELISA
et al.
EZD

FACS
FKS
FM
FRT
F-PCR

g
GFP

GmbH

Aequorea victoria
Arbeitsgruppe
ActinomycinD
Ampicillinresistenzkassette
Ampicillinresistenzgen
Alkalische Phosphatase
Aktivierendes Proteinl
Aminosaure
Adenosin-5"-triphosphat

bovine growth hormone
B-Laktamat
Basenpaar
bovine serum albumine

Grad Celsius

5-Methylcytosin

circa

codon adaption index

Cleavage factor

CXXC finger proteinl

CpG-Bindeprotein

Chinese hamster ovaries

hCMV immediate early promotor
Cytidin-phosphat-Guanosin-Dinukleotid
Cleavage and polyadenylation specific factor
Ca2+/cAMP-response element binding protein
Cleavage stimulatory factor
Cystein-X-X-Cystein

A oder G oder T (nicht C)

Dalton

Methylierungsdefekt in E. coli (dam-Methylase)
Dendritische Zelle

Methylierungsdefekt in E. coli (dcm-Methylase)
Desoxyribonukleinsdure (DNS)
DNA-Methyltransferase
Desoxyribonukleotidtriphosphat
doppelstrangig

Dithiothreitol

enzyme chemoluminiscence
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
enzyme-linked immunosorbent assay
und andere

extrazellulare Doméne

fluorescence activated cell sorting
fotales Kélberserum
Fluoreszenzmikroskop

Flp recombination target
Fusions-PCR

Erdbeschleunigung (9,81 ms?) oder Gramm
green fluorescent protein
Gesellschaft mit beschrankter Haftung
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GOl
GS

h

H
hCMV
HDAC
h_GFP
HIV-1
Hzodest
h_p24
HRP
hygr
Hygr

IFN
IkB
IL
IL-1R
IRAK

lacZ
LB
LC
LRR

MAPK
MAR
MBD
MBD1
mCpG
MCS
MeCP2
min
MFI
MyD88

NEB
NF-kB
NK

Nr

NS

oD
ODN
ORF

P(A)
PAB
PAGE

Gene of interest
Glutamat-Synthetase

Stunden (hours)

A oder C oder T (nicht G)

humanes Cytomegalie-Virus

Histondeacetylase

auf humane Kodonwahl angepasste Version von GFP
Humanes Immundefizienz-Virus Typ-1

destilliertes Wasser

auf humane Kodonwahl angepasste Version von p24
Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)
Hygromycinresistenzgen
Hygromycinresistenzkassette

Interferon

Inhibitor-kB

Interleukin
Interleukin-1-Rezeptor
IL-1R-assoziierte Kinase

kilo (103)
Zerfallskonstante
Kanamycinresistenzgen

Liter

Wellenlange
B-Galactosidasegen
Luria Bertani
Lightcycler

leucin rich repeats

molar (Mol pro Liter)

mikro (10

Meter oder milli (10°)

mitogen activated protein kinase
matrix attached region
mCpG-bindende-Domaéne
methyl-CpG-binding domain proteinl
methyliertes CpG

Multipler Klonierungsbereich
methyl-CpG-binding protein2
Minuten

Mittlere Fluoreszenzintensitat
myeloider Differenzierungsfaktor 88

nano (10'9)

New England Biolabs
Nuklearer Faktor-kB
Naturliche Killerzelle
Auftragsnummer
Nukleinséure

optische Dichte
Oligodesoxynukleotid
open reading frame

pico (10'12)

Poly(A)

Poly(A)-Bindeprotein
Polyacrylamidgelelektrophorese
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PAP

PBS

pcS

PCR
PCR-Script
PFA

Pfu

pH

PHD

POz

RE
RNA
RT

SAH

SAM

SDS

sec

Spl

Ss

SV40
SV40-Promotor
SV40 P(A)-Signal

Taq
TB
TBS
TCA
TF
TIR
TLR
™
TMD
TNF
TRAF
TRD
Tris
TTBS
TpA

U
USF
uv

viv

W
WH-Element
wit

wiv

wiw

X
X-gal

YY1

Poly(A)-Polymerase

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)

pcDNAS/FRT

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Klonierungsvektor pPCR-Script

Paraformaldehyd

DNA-abhéngige DNA-Polymerase aus Pyrococcus furiosus
Konzentration der H'-lonen in einer Lésung

pflanzliche Homeodomane

Poxvirus-Zinkfinger-Domane

Restriktionsenzym
Ribonukleinsaure
Reverse Transkriptase

S-Adenosyl-homocystin
S-Adenosyl-methionin

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecy! sulfate)
Sekunden

Specificity protein 1

einzelstrangig

Simian Virus 40

SV40 early promoter

SV40 late polyadenylation signal

DNA-abhangige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus
Terrific broth

Tris-gepufferte Kochsalzlosung
Trichloracetat

Transkriptionsfaktor

Toll/IL-1 homologe Region

Toll-like Rezeptor

Trademark

Transmembrandoméane
Tumor-Nekrose-Faktor
TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor
Transcriptional repressor domain
Trishydroxymethylaminomethan
Tris-gepufferte Kochsalzldsung mit Tween-20
Thymidin-phosphat-Adenosin-Dinukleotid

unit
upstream stimulatory factor
ultraviolett

Volumeneinheit pro Volumeneinheit (volume per volume)

AoderT

Wiederholungselement

Wildtyp

Gewichtseinheit pro Volumeneinheit (weight per volume)
Gewichtseinheit pro Volumeneinheit (weight per weight)

Platzhalter
5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid

Yin-Yang-1

zum Beispiel
Zinkfinger
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Kurzschreibweisen der Aminosauren:

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

<K<Kz 0VITVTTMZIXCr-"IOMOOTUZ7D>»

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminséaure
Glycin

Histidin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin

Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Kurzschreibweise der Basen:

Adenin
Cytosin
Guanin
Thymin
Uracil
Purin
Pyrimidin

A

C
G
T
U
R
Y
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