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Allgemeine Stellungnahme der ZKBS
zur Risikobewertung der Expression von Tat-Fusionsproteinen

Das Transkriptions-transaktivierende Protein Tat des humanen Immundefizienzvirus 1 ist in
der Lage, Rezeptor-unabhangig zellulare Membranen zu durchdringen (1, 2). Sowohl bei Tat
als auch bei anderen Proteinen wie Antennapedia von Drosophila oder VP22 des Herpes
simplex-Virus Typ 1, die ebenfalls in der Lage sind, Membranen zu durchdringen (3, 4, 5),
wurden die Proteintransduktionsdomanen (PTD) auf kleine kationische Bereiche von 10 bis
16 Aminosauren eingegrenzt (4, 5). Die Fusion heterologer Proteine an PTD bietet einen
experimentellen Ansatz, um diese Proteine in eukaryote Zellen einzufihren.

Zur Herstellung von Tat-Fusionsproteinen stehen prokaryote und eukaryote Expressionssys-
teme zur Verfigung. In der Regel wird das in der Arbeitsgruppe von Dowdy entwickelte pro-
karyote System verwendet (6). Hierbei wird das heterologe Gen in einen pBR-abgeleiteten
Vektor pTAT, der eine Expressionskassette mit dem T7-Promotor, einem N-terminalen Hisg-
Tag, der Tat-PTD mit 11 Aminosauren, die von Glycin-Resten flankiert wird, einem Ha-
magglutinin-Tag und einer multicloning site enthalt, inseriert. Zur Synthese des Fusionsprote-
ins wird der rekombinante Vektor auf E. coli BL21(DE3)pLysS ubertragen, einem E. coli B-
Derivat, welches T7-Polymerase unter Kontrolle des induzierbaren lacUV5-Promotors expri-
miert. Aber auch in Saugerzellen wird mithilfe eines Vektors, der Uber eine eukaryote Ex-
pressionskassette mit dem CMV-Promotor, dem SV40-Replikationsursprung und der Tat-
PTD mit 11 Aminoséauren verfugt, ein funktionsfahiges Tat-Fusionsprotein exprimiert (7).

Bewertung und Empfehlung

Tat-Fusionsproteine haben das Potenzial, in verschiedene Zelltypen effizient einzudringen
und dort ihre Funktion auszulben, wobei auf die Zielzelle kein Erbgut Ubertragen wird. Das
Fusionsprotein wird innerhalb der Zelle abgebaut, sodass das Ubertragene Protein seine
Funktion nur transient ausiibt. Daher ist bei Tat-Fusionsproteinen dann kein Gefahrdungspo-
tenzial zu erwarten, wenn das Protein keine Zellschadigungen verursacht.

a. Werden Tat-Fusionsproteine mithilfe von E. coli K12- oder E. coli B-Derivaten und proka-
ryoten pBR-abgeleiteten Expressionsvektoren oder mithilfe etablierter Zelllinien der Risi-
kogruppe 1 und eukaryoten Expressionsvektoren exprimiert, und handelt es sich bei den
Proteinen, die an Tat-PTD fusioniert wurden, um andere als die unter b. aufgefihrten
Proteine, werden die GVO gemal 8 5 Abs. 1 i.V.m. Anhang | Nr. 2 GenTSV der Risiko-
gruppe 1 zugeordnet. Gentechnische Arbeiten mit diesen GVO werden gemalf § 7 Abs.
3 GenTSV der Sicherheitsstufe 1 zugeordnet.

b. Werden Tat-Fusionsproteine mithilfe von E. coli K12- oder E. coli B-Derivaten und proka-
ryoten pBR-abgeleiteten Expressionsvektoren oder mithilfe etablierter Zelllinien der Risi-
kogruppe 1 und eukaryoten Expressionsvektoren exprimiert, und handelt es sich bei den
Proteinen, die an Tat-PTD fusioniert wurden, um virale Onkoproteine mit ,hit and run*“-
Mechanismen, um Prionen oder Prionproteinen von Mensch und Rind, um Apoptose-
ausldsende Proteine oder um Toxine, werden die GVO gemal § 5 Abs. 1 i.V.m. Anhang
I Nr. 2 GenTSV der Risikogruppe 2 zugeordnet. Gentechnische Arbeiten mit diesen
GVO werden gemal § 7 Abs. 3 GenTSV der Sicherheitsstufe 2 zugeordnet.
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Bei gentechnischen Arbeiten mit Bakterien- oder Zellkulturen, die das Fusionsprotein expri-
mieren, wird flr a. und b. empfohlen, Schutzhandschuhe zu tragen und sich bei Ultrabe-
schallung vor Aerosolen zu schiitzen.
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