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Einleitung

1 Einleitung

Zur Familie der Retroviren (Retroviridae) gehoren eine Vielzahl von Erregern, die
unterschiedliche Vertebratenspezies infizieren. Allen gemein ist ihr Replikationszyklus,
der sie von anderen Virusfamilien unterscheidet. Die Viruspartikel enthalten im
allgemeinen ein RNA-Genom, welches nach dem Eindringen in die Zelle in DNA
umgeschrieben und als sogenanntes Provirus in die zellulire DNA integriert wird. Von
diesem Provirus werden RNAs transkribiert, die als genomische RNA fiir
Nachkommenviren oder als mRNA fiir die Translation von Virusproteinen dienen
(Goft, 2001).

Einzigartig an diesem Lebenszyklus ist das Umschreiben von RNA in eine komplementire
DNA und die Integration dieser DNA in das zelluldre Genom. Hierfiir sind zwei spezielle
Enzyme noétig, die Reverse Transkriptase und die Integrase. Bis zur Entdeckung der
Reversen Transkriptase (Baltimore, 1970; Temin & Mizutani, 1970) wurde davon
ausgegangen, daf} die genetische Information nur von DNA iiber RNA zum Protein flie3t
und niemals von RNA zu DNA. Neben den Retroviren besitzen nur noch zwei weitere
Virusgruppen das Enzym Reverse Transkriptase, die Hepadna- und die Caulimoviren.
Auch sie schreiben wihrend ihres Lebenszyklus RNA in DNA um, allerdings integrieren
sie im Gegensatz zu den Retroviren nicht in das Genom der Wirtszelle.

Die Retroviridae bestehen aus sieben Genera von denen sechs die Unterfamilie
Orthoretrovirinae bilden. Der siebte Genus sind die Foamyviren (FV), sie bilden aufgrund
vieler Unterschiede zu den anderen Genera eine eigene Unterfamilie: die Spumavirinae
(Tab. 1). Zusitzlich kann man die Retroviren anhand ihrer Genomstruktur in zwei Gruppen
einteilen. Die einfachen Retroviren codieren nur die kanonischen Gene gag, pro, pol und
env, wihrend die komplexen Retroviren neben diesen noch weitere Gene z. B. fiir
regulatorische Proteine besitzen (Tab. 1).

Retroviren spielen als Pathogene unter Vertebraten eine grof3e Rolle. Zu den bedeutendsten
humanpathogenen Retroviren gehoren das humane Immundefizienzvirus (HIV), Erreger
der Immunschwiche AIDS (Barre-Sinoussi et al., 1983) und das humane T-Zell-
Leukdmie-Virus (HTLV), Verursacher von T-Zell-Leukidmien (Poiesz et al., 1980).
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Tab. 1: Die ICTV-Nomenklatur der Retroviridae (verandert nach Rethwilm, 2003)

Unterfamilie Genus Beispiele Genom

. . Avian Leukosis Virus (ALV) ]
Orthoretrovirinae | Alpharetroviren ) einfach
Rous Sarcoma Virus (RSV)

Mason-Pfizer Monkey Virus (MPMV) einfach &

Betaretroviren )
Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) | komplex*
Gammaretroviren | Murine Leukemia Virus (MuLV) einfach
i Human T-Cell Leukemia Virus (HTLV)
Deltaretroviren komplex

Bovine Leukemia Virus (BLV)

Epsilonretroviren | Walleye Dermal Sarcoma Virus (WDSV) | komplex

Lentiviren Human Immunodeficiency Virus (HIV) | komplex

Spumaretrovirinae | Foamyviren Prototype Foamy Virus (PFV) komplex

* Fur MMTV wurde kirzlich ein zusatzliches, regulatorisches Protein beschrieben, damit
ist MMTYV das bislang einzig bekannte komplexe Betaretrovirus (Mertz et al., 2005).

1.1 Orthoretroviren

1.1.1 Aufbau

Orthoretroviren sind umbhiillte Viren mit einem Durchmesser von 80-120 nm. Das
Virusgenom besteht aus zwei einzelstrdngigen, positiv orientierten Ribonukleinsduren.
Diese werden im reifen Partikel von Nukleokapsidproteinen (NC) stabilisiert und
zusammen mit den viralen Enzymen Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und
Protease (PR) von einer Proteinhiille aus Kapsidproteinen (CA) umschlossen, wobei die
Protease sich sowohl innerhalb als auch auBerhalb dieses Kapsids befindet (Abb. 1). Das
Kapsid wiederum ist von einer Matrix und diese von einer Hiillmembran umgeben, hierbei
stellen die Matrix-Proteine (MA) ein Bindeglied zwischen dem Kapsid und der
Hillmembran dar. Die Hiillmembran stammt von der infizierten Zelle, in ihr ist ein virales
Glykoprotein, das Transmembranprotein (TM) verankert. Ein zweites Glykoprotein, das
Oberflachenprotein (SU), befindet sich auBlerhalb des Virions und ist mit dem

Transmembranprotein assoziiert (Abb. 1) (Vogt, 1997a).
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Oberflachenprotein (SU)
Protease

Matrixprotein (MA)
RNA-Genom
Capsidprotein (CA)
Reverse Transkriptase
Integrase

Nucleocapsid (NC)

Transmembranprotein (TM)

Abb. 1: Typischer Aufbau eines Orthoretrovirus

1.1.2 Genomorganisation

Das retrovirale Genom ist ein Homodimer zweier 7-12 kb grof3er, einzelstrangiger, positiv
orientierter RNAs, die wie alle eukaryotischen mRNAs eine CAP-Struktur am 5’ Ende
aufweisen und am 3’ Ende polyadenyliert sind (Abb. 2). Die RNA beginnt mit der
R-Region, welche sich in identischer Basenfolge und gleicher Orientierung am 3’ Ende der
RNA wiederholt. Sie spielt bei der reversen Transkription eine entscheidende Rolle und ist
zwischen 15 und 240 Nukleotide (nt) lang. Es folgt die U5-Region, die zwischen 60 und
200 nt umfaBit und fiir die Integration der viralen DNA wichtige Sequenzen enthélt
(Goff, 2001). Direkt anschlieBend liegt die aus 18 Nukleotiden bestehende
Primerbindungsstelle (PBS). Im Viruspartikel ist an die PBS eine zelluldre tRNA
hybridisiert, die als Primer fiir die Minusstrang-DNA-Synthese dient (Harada et al., 1975;
Peters & Dahlberg, 1979; Vogt, 1997a). Zwischen der PBS und dem codierenden Bereich
liegt die Leader-Region, eine kurze nicht codierende Sequenz, die gemeinsam mit der
R- und U5-Region die 5> UTR (untranslated region) bildet. In der 5> UTR liegen weitere
wichtige cis-aktive Sequenzen, wie die spezifische Erkennungssequenz fiir die
Verpackung der genomischen RNA ins Partikel (W = Psi-Element) (Berkowitz et al.,
1996), mit Ausnahme der Alpharetroviren der HauptspleiBdonor und haufig auch eine
Sequenz, die fiir die Dimerisierung der beiden viralen RNA-Molekiile entscheidend ist

(dimer linkage site, DLS) (Vogt, 1997a).
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Im codierenden Bereich des Genoms existieren mindestens drei offene Leserahmen (ORF)
mit den Genen gag, pol und env. Gag codiert fiir die Matrix-, die Kapsid- und die
Nukleokapsidproteine, pol fiir die Reverse Transkriptase und Integrase und env fiir die
Glykoproteine (Abb. 2). Das Protease-Gen (pro) liegt meistens im pol oder im gag ORF,
seltener stellt es einen eigenen, vierten offenen Leserahmen dar (siehe 1.1.3.2).
Stromabwiérts der codierenden Region liegt der Polypurintrakt (PPT), eine Folge von
mindestens 9 Adenosin- und Guanosinresten, die fiir die Initiation der Plusstrang-DNA-
Synthese wichtig sind. Anschliefend folgt die 150 bis 1200 Nukleotide umfassende
U3-Region (Abb. 2) (Goff, 2001), die wie die U5-Region Bindungsstellen der Integrase
enthdlt. AuBlerdem ist sie essentiell fiir die Genexpression des Provirus, da sie den
Promotor und weitere cis-aktive Sequenzen enthilt.

Komplexe Retroviren besitzen neben den erwédhnten Genen gag, pro, pol und env noch
weitere regulatorische und akzessorische Gene. Diese liegen meistens 3’ im Genom
zwischen pol und der U3-Region und codieren beispielsweise fiir Transaktivatoren des

Promotors (Vogt, 1997a).

A SA
DLS
¥|SD PPT
CAP =R U5 gag env # U3 |R|AAA...
PBS
%{_J

Leader-Region

B PBS PPT
r U3 RUSF—MA CA |NC LA SU TM# U3 RU5J

—
LTR

Abb. 2: Genomorganisation eines einfachen Retrovirus

(A) virales RNA-Genom (B) integriertes DNA-Provirus

(PBS) Primerbindungsstelle; (¥) Verpackungssignal; (DLS) dimer linkage site;
(SD) Spleif3donor; (SA) SpleiRakzeptor; (PPT) Polypurintrakt; (AAA...) Polyadenylierung;
(LTR) long terminal repeat; (MA) Matrixprotein; (CA) Kapsidprotein; (NC)
Nukleokapsidprotein; (PR) Protease; (RT/RH) Reverse Transkriptase/RnaseH;
(IN) Integrase; (LP) Leaderpeptid; (SU) Oberflachenuntereinheit und (TM)
Transmembranuntereinheit des Glykoproteins
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1.1.3 Virale Proteine

1.1.3.1 Gag (Gruppenspezifisches Antigen)

Die Strukturproteine der Orthoretroviren, wie Matrix- (MA), Kapsid- (CA) und
Nukleokapsidproteine (NC) werden vom gag-Gen codiert. Gag wird von einer mRNA
translatiert, die der genomischen RNA entspricht. Es wird als Vorlduferprotein an freien
Ribosomen synthetisiert, in den meisten Orthoretroviren kotranslational aminoterminal
myristyliert (Henderson et al., 1983; Schultz et al., 1988; Wilcox et al., 1987) und
interagiert iiber diesen Myristylinsdurerest mit den Fettsduren der Plasmamembran. Der
Nukleokapsidteil des Vorlduferproteins bindet die Verpackungssequenz der genomischen
RNA und stellt deren Verpackung sicher. Wihrend der Virusreifung wird das
Vorlduferprotein von der viralen Protease in die Untereinheiten MA, CA und NC
gespalten. In allen Orthoretroviren sind die Gag-Proteine dhnlich aufgebaut, aminoterminal
liegt das MA, gefolgt von CA und NC (Abb. 3) (Vogt, 1997a). Dariiber hinaus besitzen
diverse Orthoretroviren noch weitere Gag-Protein-Spaltprodukte, mit unterschiedlichen,
teilweise wenig bekannten Funktionen. Interessanterweise liegt in einigen Viren, z. B. HIV
die Late-Domine in diesen zusdtzlichen Spaltprodukten. Late-Doménen interagieren
wihrend der Partikelmorphogenese mit der Exportmaschinerie der Zelle und gewihrleisten
die Abschniirung der Viruspartikel von der Zellmembran (Goff, 2001; Gottlinger et al.,
1991, Huang et al., 1995; Swanstrom & Wills, 1997).

Die meisten Gag-Proteine der Orthoretroviren besitzen konservierte Sequenzbereiche,
unter anderem die major homology region (MHR), eine Folge von 20 Aminosduren
unbekannter Funktion, im Kapsidprotein. Ein weiterer hoch konservierter Sequenzbereich,
das CCHC-Motiv, liegt im Nukleokapsidprotein. Es ist eine charakteristische Abfolge von
Cysteinen und Histidinen (CX,CX4HX4C), die einem Zinkfinger, einem typischen
Nukleinsdurebindungsmotiv dhnelt. Hierbei handelt es sich um eine wichtige Bindungs-

stelle fiir die genomische RNA (Berkowitz et al., 1993; Clever et al., 1995; Vogt, 1997a).

Myr

| |
MHR CCHC

Abb. 3: Gag-Vorlauferprotein eines Orthoretroviruses

Die Schnittstellen der Protease sind durch Pfeile dargestellt. (Myr) Myristylinsdurerest;
(MA) Matrixprotein; (CA) Kapsidprotein; (NC) Nukleokapsidprotein; (MHR) major
homology region; (CCHC) CCHC-Motiv
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1.1.3.2 Pro und Pol (Protease & Polymerase)

Die Besonderheiten im retroviralen Lebenszyklus sind das Umschreiben von RNA in DNA
und die Integration dieser DNA ins Wirtsgenom. Die daflir verantwortlichen
enzymatischen Aktivititen, Reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN), werden durch
das pol-Gen codiert. RT schreibt die RNA in DNA um und IN fiihrt die Integration der
linearen viralen DNA in das zellulire Genom aus. Die RT besitzt neben der
DNA-Polymerase-Aktivitit eine RNaseH-Aktivitdt, die aus RNA/DNA-Hybriden den
RNA-Anteil abbaut. Desweiteren wird eine viruseigene Protease (PR) codiert, die mit den
zelluldren Aspartat-Proteasen verwandt ist (Katoh et al., 1989; Loeb et al., 1989; Goff,
2001) und unter anderem das Gag-Vorlauferprotein prozessiert. Das Gen fiir die Protease
(pro) befindet sich bei den meisten Orthoretrovirusgenera im gleichen Leseraster wie pol
(Gamma-, Epsilonretro- und Lentiviren), bei anderen in dem von gag (Alpharetroviren)
und bei den Beta- und Deltaretroviren befindet es sich in einem eigenen Leseraster. Neben
diesen Enzymen besitzen einige Orthoretroviren (z. B. EIAV, FIV, MPMV) noch ein
weiteres Protein, eine dUTPase. Diese degradiert effizient und spezifisch Desoxy-
uridintriphosphate und verhindert so deren Einbau in die DNA wihrend der reversen
Transkription (Payne & Elder, 2001; Vogt, 1997a).

Die Reihenfolge der codierten Enzyme ist, mit Ausnahme der Sequenz fiir die dUTPase, in
allen Retroviren gleich. Sie beginnt 5’ mit der Protease, gefolgt von der Reversen

Transkriptase einschlielich der RNaseH-Aktivitdt und endet 3° mit der Integrase (Abb. 4).

Myr

7 N T3 - I
I

MHR  CCHC DS/TG YMDD DDE

Abb. 4: Gag-Pol-Vorlauferprotein eines Orthoretroviruses

Die Schnittstellen der Protease sind durch Pfeile dargestellt. (Myr) Myristylinsdurerest;
(MA) Matrixprotein; (CA) Kapsidprotein; (NC) Nukleokapsidprotein; (PR) Protease;
(RT/RH) Reverse Transkriptase/RnaseH; (IN) Integrase; (MHR) major homology region;
(CCHC) CCHC-Motiv; (DS/TG, YMDD, DDE) aktive Zentren der Enzyme

Die Pro- und Pol-Proteine werden als Gag-Pro-Pol-Fusionsproteine exprimiert und im
Laufe der Virusreifung durch die virale Protease in die einzelnen Proteine gespalten. In den
Genera Gamma- und Epsilonretroviren liegen gag und pol im gleichen Leserahmen,

getrennt durch ein Stopcodon. Durch Suppression dieses Stopcodons kommt es zur
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Translation eines Gag-Pol-Vorlduferproteins (Philipson et al., 1978; Yoshinaka et al.,
1985). In den meisten Fillen jedoch iiberlappen sich die Gene von Gag und Pol und liegen
in unterschiedlichen Leserastern (Alpharetro- und Lentiviren). Hier kommt es nur dann zur
Translation eines Gag-Pol-Fusionsproteins, wenn es zu einer Verschiebung des Leserasters
um -1 kommt (Jacks & Varmus, 1985). Sowohl die Suppression der Termination als auch
die Regulation iiber einen Leserasterwechsel geschieht verhdltnisméBig selten und fiihrt zu
einem Expressionsverhidltnis von Gag zu Reverser Transkriptase und Integrase von 10-20
zu eins (Hayman, 1978; Jamjoom et al., 1977; Oppermann et al., 1977).

Liegt pro in einem eigenen Leserahmen (Beta- und Deltaretroviren), so finden zwei
ribosomale Leserasterwechsel statt, zundchst zwischen Gag und der Protease und ein
weiteres Mal zwischen der Protease und der Reversen Transkriptase. Dies flihrt dazu, dal3
mehr Protease als Reverse Transkriptase oder Integrase synthetisiert wird (Jacks et al.,
1987; Moore et al., 1987; Nam et al., 1993).

Im Fall der Alpharetroviren befindet sich die Protease im gag-Leseraster und bildet quasi
die carboxyterminale Doméine von Gag. Dadurch werden gleiche Mengen Protease und
Gag gebildet, gleichzeitig aber ca. 20 mal mehr Protease als Reverse Transkriptase und
Integrase.

Bei allen Unterschieden in der Pol-Expression ist entscheidend, daf3 alle Orthoretroviren
Gag-Pro-Pol-Fusionsproteine bilden. Durch die Kopplung der Expression von gag und pol
wird sichergestellt, da3 deutlich weniger Enzyme als Strukturproteine gebildet werden.
Diese Kontrolle des Mengenverhéltnisses zwischen Gag und Pol ist nicht nur 6konomisch
sondern auch notwendig, da wesentlich mehr Strukturproteine als Enzyme zur Partikel-
bildung benétigt werden und die Protease in hoher Konzentration zytotoxisch ist (Kaplan
& Swanstrom, 1991; Orlova et al., 2003). In den Genera, in denen grole Mengen an
Protease gebildet werden (z. B. Alpharetroviren), wird eine geringere Effizienz der
Protease vermutet (Grinde et al.,, 1992; Swanstrom & Wills, 1997). AuBerdem
gewihrleistet die Bildung eines Gag-Pro-Pol-Fusionsproteins eine effektive Verpackung
der viralen Enzyme in das orthovirale Partikel und verhindert eine friihzeitige Aktivierung
der enzymatischen Aktivitit der Pol-Proteine vor dem FEinbau ins virale Partikel
(Swanstrom & Wills, 1997).

Zwischen den verschiedenen Orthoretrovirusgenera gibt es sehr wenige Uber-
einstimmungen auf der Nukleotidebene und nur begrenzte Ahnlichkeiten in der

Aminosduresequenz der codierten Enzyme. Die Ausnahme ist eine konservierte Region in
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der Reversen Transkriptase, diese zeigt eine Aminosdureidentitit von einem bis zwei
Dritteln. Trotz dieser geringen Ubereinstimmungen sind die aktiven Zentren der Enzyme
konserviert. In der Protease ist es ein DTG bzw. DSG-Motiv, in der Reversen
Transkriptase ein YMDD-Motiv und in der Integrase ein charakteristisches DD3sE-Motiv
(Abb. 4) (Kulkosky et al., 1992; Swanstrom & Wills, 1997).

1.1.3.3 Env (envelope = Hulle)

Die essentielle Funktion der Glykoproteine umbhiillter Viren ist die Adsorption des
Partikels an die Zielzelle durch Bindung des zelluldren Rezeptors und die folgende Fusion
der viralen und zelluldren Lipidmembran, um das Partikel ins Zytoplasma zu entlassen.
Orthoretroviren besitzen zwei Glykoproteine, die von einem gemeinsamen Vorldufer-
protein (Env) stammen. Das Env-Protein wird von einer gespleilten mRNA translatiert,
die aminoterminal ein Leaderpeptid codiert. Dieses fiihrt zu einer Assoziation mit dem
Endoplasmatischen Reticulum (ER). Hier wird das Leaderpeptid entfernt und degradiert
oder weiter prozessiert. Das Env-Vorlauferprotein wird wéhrend des Transports vom ER
durch den Golgi-Apparat zur Plasmamembran glykosyliert und von zelluldren Furin-
dhnlichen Proteasen in zwei Untereinheiten gespalten (Swanstrom & Wills, 1997). Diese
Spaltung in Oberflichen- (SU) und Transmembranuntereinheit (TM) ist essentiell fiir die
Infektiositit des Virus (McCune et al., 1988; Perez et al., 1987; Vogt, 1997a) (Abb. 5). Die
TM ist in der Membran verankert und mit der vollstindig aullerhalb des Virions liegenden
SU assoziiert. Die Rezeptorbindung wird von der stark glykosylierten SU vermittelt,
wihrend die TM an der Fusion der Zell- mit der Virusmembran beteiligt ist. Die beiden
Untereinheiten liegen in Trimeren vor, wobei die Oligomerisierung durch die TM

vermittelt wird (Doms et al., 1990; Einfeld & Hunter, 1988 & 1994; Lu et al., 1995).

Y Y Y Y Y Y
LP| su

Abb. 5: Env-Vorlauferprotein eines Orthoretroviruses

Die Schnittstellen der zellularen Protease sind durch Pfeile dargestellt. (Y) Zuckerreste;
(LP) Leaderpeptid; (SU) Oberflachenuntereinheit; (TM) Transmembranuntereinheit
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1.1.3.4 Regulatorische und akzessorische Proteine

Die komplexen Retroviren besitzen neben den Strukturgenen gag, pol und env noch
weitere Gene, die fiir regulatorische und akzessorische Proteine codieren. Diese Gene
werden von ein- oder mehrfach gespleiiten mRNAs codiert und liegen zumeist im
3’ Bereich des Genoms.

Beispiele fiir regulatorische Proteine sind Tax und Tat von HTLV und den Lentiviren.
Beide Proteine verstirken die Transkription, wirken aber auf unterschiedliche Weise.
So bindet Tat direkt an neu transkribierte Virus-RNA, wahrend Tax tiber Wirtsfaktoren mit
der DNA interagiert (Modrow et al., 2003).

Zu den akzessorischen Proteinen gehdrt unter anderem Vif (viral infectivity factor) von
HIV. Vif iibt seine Funktion in der virusproduzierenden Zelle aus, indem es den Einbau
von APOBEC3G (Apoliprotein B editing complex 3G) in die Viruspartikel verhindert.
APOBEC3G ist eine von T- sowie einer Reihe weiterer Zellen gebildete Deaminase, die
bei Retroviren wihrend der reversen Transkription in der Zielzelle im DNA-Minusstrang
Cytosin zu Uracil desaminiert. Dies flihrt zur Degradation der DNA oder zur G—A
Hypermutation. Vif induziert den proteasomalen Abbau von APOBEC3G nachdem es dies
komplexiert hat und ermdglicht so die Produktion infektioser Partikel (Conticello et al.,

2003; Mariani et al., 2003; Mehle et al., 2004).

1.1.4 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus der Orthoretroviren beginnt mit der Rezeptorbindung. Die
Oberflachenuntereinheit des Glykoproteins bindet den Rezeptor, dies fiihrt zu einer
Konformationsédnderung in der Transmembranuntereinheit und zur Aufnahme des Virus in
die Zelle. Im Folgenden édndert sich die Struktur des Kapsids, das aber als unvollsténdige,
partikuldre Struktur erhalten bleibt, in der die reverse Transkription stattfindet (Abb. 6).
Die Reverse Tanskriptase beginnt am 3° OH-Ende eines an der Primerbindungstelle
gebundenen zelluldren tRNA-Molekiils mit der Synthese einer Minusstrang-DNA.
Der RNA-Anteil des entstehenden DNA/RNA-Hybrids wird von der RNAseH abgebaut
und es kommt zu einem Matrizenwechsel iiber eine Hybridisierung der R-Regionen im neu
synthetisierten DNA-Strang und im 3’ Bereich des RNA-Genoms. Ausgehend hiervon
kann die Synthese des Minusstranges fortfahren. Wieder wird der RNA-Anteil des
entstechenden Hybrids abgebaut, mit Ausnahme des Polypurintraktes. Dieser dient als

Primer fiir die Plusstrang-Synthese. Nach erneutem Matrizenwechsel, {iber die
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Hybridisierung der PBS der beiden DNA-Stringe, kann die Synthese der doppelstrangigen
DNA (dsDNA) abgeschlossen werden. Wahrend der reversen Transkription gelangt die
U3-Region und mit ihr der Promotor an das 5’ Ende des Provirus. Gleichzeitig wird die
U5-Region an das 3” Ende des gebildeten Provirus kopiert, die neu gebildeten Sequenzen
aus U3-R-U5 an beiden Enden heiflen long terminal repeats (LTRs) (Abb. 2) und sind
essentiell fiir Integration und Transkription des Provirus (Modrow et al., 2003).

Das nun doppelstrangige DNA-Genom ist mit der Integrase und weiteren viralen und
zelluldren Proteinen assoziiert, die zusammen den Préintegrationskomplex (PIC) bilden.
Der PIC wird zum Zellkern transportiert und im Fall der Lentiviren aktiv durch die intakte
nukledre Membran in den Kern transportiert (Bukrinsky et al., 1992; Lewis et al., 1992;
Weinberg et al., 1991) und dort ins Wirtsgenom integriert. Alle anderen Orthoretrovirus-
genera bendtigen eine mitotische Teilung und eine damit verbundene Auflosung der Kern-
membran fiir die Etablierung eines Provirus (Lewis & Emerman, 1994; Miller et al., 1990;
Roe et al., 1993; Varmus et al., 1977). Bei der Integration kommt es zur Duplikation von
4-6 Basenpaaren der benachbarten zelluliren genomischen DNA und zum Verlust von
zwel Basen an den Provirusenden.

Die Transkription beginnt am 5° LTR-Promotor an der Grenze zwischen U3 und R und
terminiert in der 3° LTR an der Grenze zwischen R und US5. Es entstehen mindestens zwei
RNA-Populationen. Erstere besteht aus ungespleifiter RNA, diese dient sowohl als
genomische RNA und wird in entstehende Viruspartikel verpackt, als auch als mRNA fiir
Gag und Gag-Pol. Die zweite besteht aus einfach gespleiiter RNA, bei der es sich um die
Env-mRNA handelt. Im Falle der komplexen Retroviren werden die akzessorischen und
regulatorischer Proteine von einfach oder mehrfach gespleifiten mRNAs translatiert.

Nach der Transkription und nukledrem Export folgt die Translation. Env wird am rauen ER
synthetisiert und auf dem Weg zur Plasmamembran gespalten, Gag wird an freien
Ribosomen translatiert und in ca. 5% der Félle wird ein Gag-Pol-Vorlauferprotein gebildet,
sei es durch Stopcodonsuppression oder Leserasterwechsel (siche 1.1.3.2). AuBerdem wird
Gag wihrend der Synthese aminoterminal myristyliert und zur Zellmembran transportiert.
Die Zusammenlagerung der Gag-Proteine zum Kapsid erfolgt entweder an der
Zellmembran (C-Typ Morphogenese: Alpha-, Gamma-, Epsilonretroviren und Lentiviren)
(Abb. 6), oder bereits im Zytoplasma (B/D-Typ Morphogenese: Beta- und Deltaretroviren)
(Vogt, 1997a). Die Nukleokapsiddoméne des Gag-Vorlduferproteins interagiert mit dem
Verpackungssignal der RNA und gewéhrleistet so die Verpackung der genomischen RNA
(Berkowitz et al., 1993; Clever et al., 1995). Die Inkorporation von Pol in das entstehende

10
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Viruskapsid erfolgt iiber das Gag-Pol-Vorldauferprotein (Jones et al., 1990; Park &
Morrow, 1992). Das bedeutet Gag bildet die Struktur des Virions und ist fiir die
Verpackung von genomischer RNA verantwortlich, wihrend durch den Gag-Pol-Vorlaufer
die Partikelinkorporation von Pol gesichert wird. Bei Kontakt des Kapsids mit der Zell-
membran stiilpt sich diese aus und bildet sich abschniirende Vesikel (Abb. 6). Diese
Partikel sind noch unreif und besitzen einen leicht sauren pH-Wert. Im Kapsid koénnen die
Proteasedoménen von Pol dimerisieren und in der leicht sauren Umgebung ihre Wirkung
entfalten. Sie prozessieren nun autokatalytisch ihre Freisetzung und spalten Gag und Pol in

deren Untereinheiten, es kommt zur Reifung des Kapsids (Abb. 6) (Modrow et al., 2003).

Partikel- T
freisetzung
/ \Reverse Transkription

Knospung
PIC e

Translation & JEUSSDEEEES
Zusammenbau P
Zytoplasma .-\ Integration

-
-,
’

Env @ N am— ﬁ ranskription

Ga
g RNA-Export

Gag-Pol N —
£ ! Zellkern

Abb. 6: Der orthovirale Replikationszyklus

Dargestellt ist der Replikationszyklus eines Retrovirus mit C-Typ-Morphogenese. Die
virale RNA ist in rot, die DNA in blau dargestellt. (PI1C) Praintegrationskomplex
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Der Zusammenbau von Kapsid und Knospung des Virions erfolgt auch ohne virale RNA,
allerdings wird wahrscheinlich eine beliebige zellulire oder virale RNA, fiir die
Virusbildung bendtigt. Wird Gag ohne die anderen Virusproteine exprimiert, kommt es zur
Knospung unreifer virusdhnlicher Partikel (virus like particles = VLP) an der Plasma-
membran (Vogt, 1997a).

1.2 Foamyviren

Die zweite Unterfamilie der Retroviridae, die Spumaretrovirinae, teilt viele der
beschriebenen Merkmale und Eigenschaften mit den Orthoretrovirinae, weist aber auch
bemerkenswerte Unterschiede zu ihnen auf. Einige dieser Abweichungen im Lebenszyklus
der Foamyviren zeigen Ahnlichkeiten mit den Hepadnaviren, daher werden die
Foamyviren oft als Bindeglied zwischen Hepadna- und Orthoretroviren betrachtet.

Foamyviren sind in vitro in vielen Zelltypen zytopathisch. Nach Infektion kommt es zu
einer raschen Bildung von Syncytien und multiplen Vakuolen in den dadurch entstehenden
Riesenzellen, anschlieBend folgt der Zelltod. Die zahlreichen Vakuolen geben der
Zellkultur ein ,,schaumiges* Bild, von dem sich die Namen Spuma- (lat. = Schaum) und

Foamy- (engl. = schaumig) Virus ableiten (Abb. 7).

Abb. 7: (A) EM Aufnahme von Spumaviren (H. Zentgraf); (B) uninfizierte humane
Fibroblasten; (C) PFV infizierte humane Fibroblasten mit zytopathischen
Effekt (Picard-Maureau, 2003)

Foamyviren (FV) wurden aus vielen Sdugetieren isoliert, unter anderem aus Primaten
(Hooks & Gibbs, 1975; Meiering & Linial, 2001), Katzen (Riggs et al., 1969; Winkler et
al., 1997), Rindern (Johnson et al., 1988; Malmquist et al., 1969), Pferden (Tobaly-Tapiero
et al., 2000) und Menschen (Achong et al., 1971). Die in vivo-Infektion ist im Gegensatz
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zur in vitro-Infektion nicht zytopathisch und persistierend (Hooks & Gibbs, 1975; Falcone
et al., 1999 & 2003; Linial, 2000; Meiering & Linial, 2001).

Trotz der Isolation des ersten Foamyvirus, sogar des ersten Retrovirus iiberhaupt, aus dem
Menschen, sind diese kein natiirliches Reservoir von Foamyviren (Ali et al., 1996;
Schweizer et al., 1995). Das humane Isolat, anfanglich als Humanes Foamyvirus (HFV)
bezeichnet, wurde mittlerweile durch Sequenzanalysen als Foamyvirus vom Schimpansen
identifiziert (Herchenrdder et al., 1994). Da dieses Isolat das am besten untersuchte Virus
der Gruppe Foamyviren ist und als Modellvirus dient, wurde der Name prototypisches
Foamyvirus (PFV) eingefiihrt (Rethwilm, 2003). Die Angaben im Folgenden beziehen
sich, falls nicht anders angegeben, auf PFV.

Es sind zwar mehrere Foamyvirusinfektionen des Menschen bekannt, diese konnten aber
alle auf Transspeziesinfektionen durch Foamyviren nicht-menschlicher Primaten
zuriickgefiihrt werden (Heneine et al., 1998 & 2003; Sandstrom et al., 2000; Switzer et al.,
2004; Wolfe et al., 2004), wihrend keine Hinweise auf natiirlich vorkommende
Infektionen des Menschen vorliegen (Ali et al., 1996; Schweizer et al., 1995). Wie auch in
den natiirlichen Wirten sind die Transspeziesinfektionen des Menschen persistierend, ohne
dal ein pathogener Effekt durch das Virus beobachtet werden konnte. Ebenfalls nicht
nachweisbar ist eine Virustransmission von Mensch zu Mensch (Boneva et al., 2002;

Heneine et al., 2003; Linial, 2000; Meiering & Linial, 2001; Switzer et al., 2004).

1.2.1 Aufbau

Foamyviruspartikel haben einen Durchmesser von ca. 110 nm, wobei das Kapsid ohne
Hiille einen Durchmesser von ungefahr 60 nm aufweist (Wilk et al., 2001). Das Kapsid
wird aus einer Mischung aus prozessiertem und unprozessiertem Gag-Proteinen von eins
zu vier gebildet (Cartellieri et al., 2005a; Fischer et al., 1998; Hahn et al., 1994). Bei dem
prozessierten Gag handelt es sich um eine C-terminal um 3 kD verkiirzte Version des
unprozessierten Gag, nicht um eine Spaltung in mehrere Strukturproteine wie bei
Orthoretroviren. Die viralen Enzyme konnten als Vorldufer-Protein und als deren
Untereinheiten (PR-RT/RH, IN) im Virion detektiert werden, wobei eine separate virale
Protease nicht nachweisbar ist (Fliigel & Pfrepper, 2003; Netzer et al., 1993). Ahnlich
vielen Orthoretroviren liegen die viralen Glykoproteine als Trimere vor (Wilk et al., 2000),
allerdings ist neben der Oberflichen- und Transmembranuntereinheiten auch das

Leaderpeptid des Env-Vorlduferproteins Bestandteil des Virions (Lindemann et al., 2001).
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Interessanterweise enthalten Foamyviren im Vergleich zu Orthoretroviren neben RNA
auch eine gro3e Menge bereits revers transkribierter DNA im Partikel, und diese ist nach
Extraktion aus Partikeln infektios, wenn suszeptibele Zellen transfiziert werden. Experi-
mente mit Inhibitoren der Reversen Transkriptase legen ebenfalls nahe, daB3 virale DNA
die fiir die Infektion relevante Nukleinsdure ist (Moebes et al., 1997; Roy et al., 2003; Yu
et al., 1999). Es gibt aber auch Hinweise darauf, da3 das Genom im Partikel sowohl als
RNA als auch als DNA vorliegen kann (Delelis et al., 2003) und die Reverse Transkription

sowohl zu einem frithen wie auch einem spaten Zeitpunkt der Replikation erfolgen kann.

1.2.2 Genomorganisation

Foamyviren haben das lédngste retrovirale Genom, so umfaft z. B. die Linge der
(prd)genomischen RNA von PFV 11,68 kb (Schmidt et al., 1997). Der Aufbau der RNA
entspricht dem der Orthoretroviren (Abb. 8). Zusétzlich zu den Genen gag, pol und env
besitzen Foamyviren stromabwérts von env und iiberlappend mit der U3-Region noch
weitere offene Leseraster (Muranyi & Fliigel, 1991), von denen zwei fiir die Proteine Tas
und Bet codieren (siehe 1.2.3.4). Foamyviren gehdren somit zu den komplexen Retroviren.
Neben dem U3-Promotor besitzen Foamyviren einen internen Promotor (IP). Dieser liegt
im env-Gen 5’ der akzessorischen Leseraster (Campbell et al., 1994; Lochelt et al., 1993;
Mergia, 1994) und ist essentiell fiir die Infektiositdt (Lochelt et al., 1994 & 1995). Von
diesem Promotor wird Tas, ein Transaktivator der Genexpression, exprimiert. Tas aktiviert
sowohl den LTR- als auch den internen Promotoren iiber direkte Bindung an die Tas
responsiven Elemente (TREs) (Erlwein & Rethwilm, 1993; Lochelt, 2003).

Auch bei den Foamyviren liegen essentielle cis-aktive Sequenzen, wie der Hauptspleil3-
donor und die Sequenz fiir die Dimerisierung des Genoms, in der 5° UTR. Die
Dimerisierungssequenz liegt zwischen der PBS und gag und konnte auf drei Sequenz-
blocke in einem Bereich von 160 Basenpaaren eingegrenzt werden (Cain et al., 2001;
Erlwein et al., 1997), wéihrend der HauptspleiBdonor in der R-Region liegt. Der filir die
Initiation der Plusstrang-DNA-Synthese wichtige Polypurintrakt (PPT) liegt 5° der
U3-Region. Neben diesem regularem PPT gibt es im 3’ Bereich des pol-Gens noch vier
weitere Folgen von Purinen, deren genaue Funktion unbekannt ist (Abb. 8). Es gibt jedoch
Hinweise darauf, da eine von ihnen als interner PPT (iPPT) und damit als zweiter
Initiationsort der Plusstrangsynthese dienen konnte. Zum einen ist die Sequenz des vierten

iPPTs mit 9 Nukleotiden des reguldren PPT identisch und zum anderen befindet sich im
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Plusstrang der dsDNA eine 120 bp grof3e Liicke, genau 5’ dieses iPPT (Kupiec et al., 1988;
Tobaly-Tapiero et al., 1991). Bei HIV-1 konnte ebenfalls eine Liicke im Plusstrang der
DNA 5’ eines iPPTs im 3’ Bereich des pol-Gens identifiziert werden. Dieser iPPT dient als
Initiationsort der Plusstrangsynthese und wird fiir die optimale Virusreplikation bendtigt

(Charneau & Clavel, 1991; Charneau et al., 1992).

P PBS iPPT |P|> PPT
TRE TRE
CAP gag AAA...genomische RNA, Gag
cap—— o AAA..  Pol
CAP env AAA... Env
CAP tas AAA... Tas

CAP AAA..  Env-Bet

CAP AAA... Bet
CAP— tas ——AAA.. Tas

CAP AAA.. Bet

Abb. 8: Genomorganisation und Genexpression von PFV

Die Pfeile symbolisieren die Transkriptionsstartpunkte und geben die Transkription-
srichtung an. (TRE) Tas responsive Elemente; (P) LTR-Promotor; (PBS) Primer-
bindungsstelle; (iPPT) interne Polypurintrakte; (IP) interner Promotor; (AAA...)
Polyadenylierung

Das Verpackungssignal des RNA-Genoms der Foamyviren ist unbekannt. Es wurden aber
zwei cis-aktive Sequenzbereiche (CASI & II) identifiziert, die fiir einen effizienten
Vektortransfer notwendig sind (Erlwein et al., 1998; Heinkelein et al., 1998; Wu et al.,
1998), d. h. bei Expression von Gag und Env wird RNA, die CASI und CASII trégt, in das
Viruspartikel verpackt. Die CASI Region ist ca. 650 bp lang, beginnt mit der U5-Region
und endet im gag-Leserahmen. Die CASII Region dagegen umfaft ca. 2 kb im 3’ Bereich
des pol-Gens (Heinkelein et al., 1998). RNA-Verpackung erfolgt auch dann noch, wenn
Bereiche der nicht codierenden Region in CASI deletiert werden, so sind z. B. die
Leader-Region und die U5-Region nicht essentiell fir die RNA-Verpackung
(Heinkelein et al., 2000a).
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1.2.3 Virale Proteine

1.2.3.1 Gag (Gruppenspezifisches Antigen)

Das foamyvirale Gag wird, wie das orthoretrovirale Gag, von einer ungespleiiten mRNA
als Vorlduferprotein translatiert (Abb. 8). Im Gegensatz zu den Orthoretroviren erfolgt
keine Prozessierung in Matrix, Kapsid und Nukleokapsid, sondern es wird lediglich ein
kleines Peptid carboxyterminal durch die virale Protease abgespalten (Konvalinka et al.,
1995). Diese Prozessierung ist essentiell fiir die Infektiositit der Viren (Enssle et al., 1997;
Zemba et al., 1998) und die prozessierten und unprozessierten Formen (p71 und p68)
kommen in einem Verhiltnis von ca. eins zu vier im Kapsid vor (Cartellieri et al., 2005a).
Es gibt weitere putative Spaltstellen in p71 und es wurde gezeigt, dall eine weitere
Prozessierung von Gag in frithen Schritten der Infektion essentiell fiir eine produktive
Infektion durch Foamyviren ist (Giron et al., 1997; Lehmann-Che et al., 2005; Pfrepper
et al., 1999).

Foamyvirale Gag-Proteine besitzen keines der typischen konservierten Sequenzmotive der
Orthoretroviren, wie die MHR oder das CCHC-Motiv (Linial, 1999; Maurer et al., 1988;
Swanstrom & Wills, 1997), stattdessen liegen am C-Terminus des PFV Gag-Proteins drei
Glycin- und Arginin-reiche Sequenzen (GR-Boxen) (Abb. 9) (Schliephake & Rethwilm,
1994). Die erste dieser Boxen bindet sowohl RNA als auch DNA und ist essentiell fiir die
Virusinfektiositdt (Stenbak & Linial, 2004; Yu et al., 1996b). Damit erinnert das
foamyvirale Gag an das Core-Protein der Hepadnaviren, das ebenfalls in der Lage ist,
sowohl RNA als auch DNA f{iber eine carboxyterminale argininreiche Sequenz zu binden
(Nassal, 1996). Die zweite Box ist ein nukledres Lokalisationssignal (NLS) und
verantwortlich fiir den Transport von Gag in den Zellkern (Schliephake & Rethwilm, 1994;
Yu et al., 1996b). Diese Funktion scheint nicht notwendig flir die Virusinfektiositét in
Zellkultur zu sein, so zeigt z. B. FFV keine nukledre Phase (Bodem et al., 1998; Meiering
et al., 2000; Yu et al., 1996b). Die Funktion der dritten GR-Box ist unbekannt; sie ist im
Foamyvirus der Katze (FFV) und des Pferdes (EFV) nicht vorhanden (Tobaly-Tapiero
et al., 2000; Winkler et al., 1997).

PFV Gag-Proteine interagieren wahrscheinlich iiber ein aminoterminales coiled-coil-Motiv
miteinander (Tobaly-Tapiero et al., 2001) und bauen sich intrazellulir zu Kapsiden
zusammen. Der C-Terminus von Gag bindet die genomische RNA und vermittelt deren
Inkorporation ins Partikel (Stenbak & Linial, 2004). Der aminoterminale Bereich des Gag-

Proteins ist aulerdem fiir die Interaktion mit dem Glykoprotein und fiir eine Freisetzung
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der viralen Partikel aus der Wirtszelle essentiell (Cartellieri et al., 2005b). Desweiteren gibt
es Hinweise auf ein zelluldres Transportsignal zwischen den Aminosduren 40 und 60, das
dem zelluldrem Transportsignal von Retroviren des D-Typ-Morphogeneseweges dhnelt
(Cartellieri et al., 2005b; Eastman & Linial, 2001). Eine fiir die Abschniirung des Partikels
von der Zellmembran wichtige Late-Domine konnte ebenfalls im PFV Gag-Protein

nachgewiesen werden (Stange et al., 2005).

GR-Boxen

I p68 !
L I-111 P3

Abb. 9: Gag-Vorlauferprotein von PFV
Die Schnittstelle der viralen Protease ist durch einen Pfeil dargestellt. (L) Late-Domane

1.2.3.2 Pol (Polymerase)

Das foamyvirale Pol-Protein wird, im Gegensatz zu dem der Orthoretroviren, unabhingig
von Gag von einer eigenen gespleifiten mRNA translatiert (Abb. 8) (Enssle et al., 1996;
Jordan et al., 1996; Lochelt & Fliigel, 1996; Yu et al., 1996a). Das Vorlduferprotein (p127)
wird autokatalytisch in zwei Untereinheiten prozessiert, die Protease-Reverse
Transkriptase/RnaseH-Untereinheit (p85) und die Integrase-Untereinheit (p40) (Abb. 10)
(Lochelt & Fliigel, 1996; Netzer et al., 1993). Anders als in Orthoretroviren konnte die FV-
Protease nicht als eigenstindiges Protein nachgewiesen werden (Fliigel & Pfrepper, 2003).
Thre Aktivitit ist essentiell fiir die Bildung infektioser Partikel (Konvalinka et al., 1995).

Die konservierten Sequenzmotive in den aktiven Zentren der orthoviralen Enzyme sind
auch in FV-Pol zu finden (Abb. 10) (Kogel et al., 1995a, Pahl & Fliigel, 1995), wenn auch
teilweise mit geringen Modifikationen, z. B. hat die FFV-Protease ein DSQ- statt ein
DS/TG-Motiv (Fliigel & Pfrepper, 2003; Winkler et al., 1997). Im Gegensatz zu anderen
retroviralen Polymerasen ist die foamyvirale RT Mn®" und nicht Mg®" abhingig (Kdgel et
al., 1995b), auBerdem scheint sie viel prozessiver als die Reversen Transkriptasen der
Orthoretroviren zu sein (Boyer et al., 2004; Rinke et al., 2002). Dies konnte den héheren
DNA-Gehalt in foamyviralen Partikeln erklaren. Der Pol-Vorldufer und die RT- und IN-
Untereinheiten werden ebenso wie die Gag-Proteine in den Zellkern transportiert (Imrich

et al., 2000), der Grund hierfiir ist unbekannt.
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Neben der Schnittstelle zwischen RT und IN gibt es Hinweise auf weitere putative
Schnittstellen im Pol-Protein (Pfrepper et al., 1998), inwieweit diese im Infektionszyklus

genutzt werden ist jedoch unbekannt.

DS/TG YVDD DDE
Abb. 10: Pol-Vorlauferprotein von PFV
Die Schnittstelle der viralen Protease ist durch einen Pfeil dargestellt. (PR) Protease;

(RT/RH) Reverse Transkriptase/RnaseH; (IN) Integrase; (DS/TG, YVDD, DDE) aktive
Zentren der Enzyme

1.2.3.3 Env (envelope = Hulle)

Das 130 kD groBe Env-Protein der Foamyviren wird von einer gespleiliten,
subgenomischen mRNA am rauen ER translatiert (Abb. 8). Es ist nicht nur eines der
grofBiten retroviralen Glykoproteine, es unterscheidet sich auch noch in einigen besonderen
Merkmalen von den Env-Proteinen anderer Retroviren. Eines dieser Merkmale ist das
Leaderpeptid (LP): Im Gegensatz zu den Orthoretroviren ist das LP der FV relativ lang
(18 kD) und essentieller Bestandteil des Virons (Lindemann et al., 2001). Das Vorldufer-
protein wird wéihrend eines spdten Zeitpunktes des Transports zur Oberfliche
posttranslational von einer Furin-dhnlichen, zelluldren Protease in drei funktionelle
Untereinheiten, das 18 kD groBe LP, die 80 kD grofle Oberflichenuntereinheit (SU) und
die 48 kD grofe Transmembranuntereinheit (TM) gespalten (Abb. 11) (Duda et al., 2004;
Geiselhart et al., 2004). Alle drei Env-Untereinheiten werden umfangreich glykosyliert
(Liftenegger et al., 2005). Das Vorlduferprotein nimmt anfianglich eine Membran-
konformation vom TypllI ein, bei der N- und C-Terminus ins Zytoplasma reichen. Nach
Spaltung hat TM eine Typl-Konformation und seine extrazellulire Doméne bindet SU.
Das LP ist ein Typll-Transmembranprotein und tragt in seinem zytoplasmatischen Anteil
ein konserviertes Sequenzmotiv, welches wihrend der Partikelmorphogenese mit dem
N-Terminus des Gag-Proteins interagiert (Cartellieri et al., 2005b; Lindemann et al., 2001;
Wilk et al., 2001). Eine spezifische Interaktion zwischen LP und Gag ist ein moglicher
Grund dafiir, da3 FV nicht mit den Hiillproteinen anderer Viren pseudotypisiert werden
konnen (Lindemann et al., 1997; Pietschmann et al., 1999), wahrend Orthoretroviren leicht
pseudotypisierbar sind. Das Glykoprotein ist absolut notwendig fiir die Freisetzung von

FV-Kapsiden (Baldwin & Linial, 1998; Fischer et al., 1998; Pietschmann et al., 1999), im
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Gegensatz dazu knospen bei Orthoretroviren Gag-Partikel auch ohne Anwesenheit von
Env.

Interessanterweise bildet FV-Env ebenso wie das Glykoprotein der Hepadnaviren subvirale
Partikel (SVP). Die SVP von Foamyviren werden jedoch nur zu einem geringen Teil aus
der Zelle entlassen (Shaw et al., 2003), wohingegen die SVP der Hepadnaviren in grof3er
Zahl freigesetzt werden (Nassal, 1996).

Ein weiterer interessanter Punkt ist, dal FV, mit Ausnahme von EFV, hauptsdchlich von
intrazelluldiren Membranen knospen. Ein Grund hierfiir ist ein Dilysin-Motiv in der
zytoplasmatischen Domidne des TM, das als ER-Retentionssignal wirkt (Goepfert et al.,
1995; 1997; 1999). Es fiihrt zur Lokalisierung des Hiillproteins an intrazytoplasmatischen
Membranen und mit Ausnahme von EFV und BFV besitzen alle FV dieses Signal

(Abb. 11) (Goepfert et al., 1995; Tobaly-Tapiero et al., 2000).

Y YY YY Y YY YYY ERS
LPI l SU

MSD MSD

Abb. 11: Env-Vorlauferprotein von PFV

Die Schnittstellen der zellularen Protease sind durch Pfeile dargestellt. (Y) Zuckerreste;
(ERS) ER-Retentsionssignal; (LP) Leaderpeptid; (SU) Oberflachenuntereinheit; (TM)
Transmembranuntereinheit; (MSD) Membran durchspannende Doméane

1.2.3.4 Regulatorische und akzessorische Proteine

Foamyviren besitzen mehrere zusitzliche offene Leseraster (Muranyi & Fliigel, 1991),
wobei nur von zweien ein Genprodukt bekannt ist. Das erste offene Leseraster (ORF-1)
codiert fiir Tas (Abb. 8), einem Transaktivator der Gen-Expression. Es aktiviert sowohl
den LTR- als auch den internen Promotor (IP) und ist essentiell fiir die Virusreplikation
(Baunach et al., 1993; Keller et al., 1991; Lochelt et al., 1991; Rethwilm et al., 1991). Das
36 kD groBBe Phosphoprotein bindet direkt an die DNA der beiden Promotoren (He et al.,
1996; Kang et al., 1998; Kang & Cullen, 1998; Zou & Luciw, 1996), wobei es den internen
Promotor mit hoherer Affinitéit bindet (Kang et al., 1998). Tas aktiviert auch zelluldre Gene
(Wagner et al., 2000) und es gibt Hinweise auf eine Beteiligung zelluldrer Kofaktoren an

der Aktivierung der Promotoren (He et al., 1996).

Neben Tas exprimieren FV noch ein weiteres akzessorisches Protein, das Bet-Protein.

Bet wird von einer gespleiBten mRNA translatiert, die Teile des ORF-1 mit dem ORF-2
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verbindet (Abb. 8) (Muranyi & Fliigel, 1991). Bet ist, ebenso wie Vif von HIV, wichtig fiir
die Bildung infektioser Partikel in Anwesenheit von Proteinen der APOBEC3-Familie. Bet
bindet APOBEC3 und verhindert dessen Einbau ins Viruspartikel. Die genaue
Funktionsweise ist unbekannt, scheint sich aber von der von Vif zu unterscheiden (Lochelt

et al., 2005; Russell et al., 2005).

Ein weiteres Protein ist Env-Bet mit einer GroBe von 170 kD. Es entsteht durch
alternatives Spleiflen, wihrend dessen die extrazelluldiren Komponenten von Env an Bet
fusioniert werden (Abb. 8) (Lindemann & Rethwilm, 1998). Env-Bet kann nicht in
Partikeln nachgewiesen werden und ist fiir die Morphogenese infektioser Partikel

entbehrlich (Lindemann & Rethwilm, 1998).

1.2.4 Replikationszyklus

Die Replikationsstrategie der Foamyviren weist, verglichen mit der der Orthoretroviren,
einige Besonderheiten auf und dhnelt in einigen Aspekten der Replikationsstrategie der
Hepadnaviren. Einer der auffallendsten Unterschiede in den Replikationszyklen von
Orthoretro- und Foamyviren ist der Zeitpunkt der reversen Transkription. Orthoretroviren
fithren die reverse Transkription nach Eintritt in die Zielzelle zu einem frithen Zeitpunkt
des Replikationszyklus aus (Abb. 6) (Roy et al., 2003; Telesnitzy & Goff, 1997; Trono,
1992). Bei Foamyviren und Hepadnaviren dagegen findet die reverse Transkription noch in
der Produzentenzelle zu einem spéten Zeitpunkt des Replikationszyklus statt (Abb. 12)
(Moebes et al., 1997; Roy et al, 2003; Seeger & Hu, 1997; Yu et al., 1999).

Foamyviren besitzen einen breiten Zelltropismus, der Rezeptor ist jedoch unbekannt. Da
aber bisher jede Zellinie infiziert werden konnte, muf} es sich um ein ubiquitéres Molekiil
handeln (Hill et al., 1999; Lindemann & Goepfert, 2003; Meiering & Linial, 2001). Nach
Rezeptorbindung folgt die Penetration der Wirtszelle wahrscheinlich einem pH-abhingigen
Endozytoseweg (Picard-Maureau et al., 2003). AnschlieBend zerfillt das Kapsid teilweise
und es bildet sich ein Prdintegrationskomplex. Dieser wird wahrscheinlich entlang der
Mikrotubulie zum Zellkern transportiert (Petit et al., 2003; Saib et al., 1997). FV kénnen
wie alle Retroviren, mit Ausnahme der Lentiviren, nur sich teilende Zellen infizieren
(Bieniasz et al., 1995) und benétigen eine Auflosung der Kernmembran bevor sie
integrieren konnen. Nach Integration beginnt die Transkription am internen Promotor.
Dieser hat eine geringe basale Aktivitdat und Tas und Bet werden gebildet. Tas aktiviert nun

sowohl den internen als auch den LTR-Promotor, und es kommt zur verstiarkten
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Expression von Tas und Bet, gleichzeitig werden die Strukturgene transkribiert und
(prd)genomische RNA gebildet (Linial, 1999; Lochelt et al., 1993; 1994; 1995).

Das Gag-Protein wird von der (prd)genomischen RNA translatiert und bildet im
Zytoplasma Kapside (dhnlich der B/D-Typ Morphogenese der Orthoretroviren), in die die
(prd)genomische RNA verpackt wird (Abb. 12). Anders als in Hepadnaviren, in denen Pol
und RNA miteinander interagieren und gemeinsam ins Kapsid inkorporiert werden
(Bartenschlager & Schaller, 1992), erfolgt die Verpackung der FV-RNA unabhingig vom
Pol-Protein (Baldwin & Linial, 1998). Das Pol-Protein wird, im Gegensatz zu dem der
Orthoretroviren, von einer eigenen gespleifiten mRNA translatiert (Enssle et al., 1996;
Jordan et al., 1996; Lochelt & Fliigel, 1996; Yu et al., 1996a) und auf unbekanntem Wege
ins entstehende Partikel inkorporiert. Im entstehenden Kapsid beginnt die reverse
Transkription, so dafl Partikel mit fortgeschrittenen DNA-Genom die Zelle verlassen
(Abb. 12) (Moebes et al., 1997; Yu et al., 1999). Die Kapside interagieren hauptsichlich
mit den in intrazytoplasmatischen Membranen aber auch mit den in der Zellmembran
enthaltenen Env-Proteinen und werden nur in Gegenwart ihres spezifischen Hiillproteins
freigesetzt (Fischer et al., 1998; Pietschmann et al., 1999).

Das Virus mit funktionellem DNA-Genom kann, statt die Zelle zu verlassen, wieder in das
Genom reintegrieren. Hierflir ist die Expression von Gag und Pol notwendig (Heinkelein et
al., 2000b). Diesen intrazelluldren Replikationszyklus gibt es neben den Hepadnaviren
einzig bei FV (Abb. 12) (Heinkelein et al., 2000b) und die Folge sind multiple provirale

Kopien im Genom.

1.3 Fragestellung und Zielsetzung

Im Vergleich zu den Orthoretroviren weisen Foamyviren zahlreiche Besonderheiten in
threr Genomorganisation, der Proteinexpression und des Replikationszyklus auf
(siehe 1.2). Eine dieser Besonderheiten ist die Expression des Pol-Vorlduferproteins.
Orthoretroviren exprimieren Pol {iber ein Gag-Pol-Fusionsprotein, auf diese Weise wird
das Verhiltnis der gebildeten Strukturproteine und Enzyme reguliert und die Verpackung
von Pol ins entstehende Kapsid gewdhrleistet und gesteuert.

Foamyviren hingegen exprimieren Pol von einer eigenen gespleiiten mRNA unabhingig
von Gag. Dieser innerhalb der Retroviren einzigartige Mechanismus fiihrt zu der Frage,
wie das Pol-Protein in foamyvirale Partikel verpackt wird. Die Untersuchung dieses

Mechanismus ist Ziel dieser Arbeit.
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Abb. 12: Der Replikationszyklus von PFV

Die virale RNA ist in rot und die DNA in blau dargestellt. (1ZM) intrazytoplasmatische
Membranen
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Falls nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien fiir diese Arbeit von folgenden
Firmen bezogen: Applichem, MBI Fermentas, Merck, Sigma-Aldrich und Roth. Wurde
gezielt das Produkt eines bestimmten Herstellers verwendet, so ist dieser im Methodenteil

gesondert erwéhnt.

2.1.2 Enzyme und Reaktionspuffer

CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) MBI Fermentas

Klenow-Polymerase MBI Fermentas
Pwo-Polymerase Peqlab
Restriktionsenzyme NEB, MBI-Fermentas
Ribonuklease A Roche

RQI1-DNase Promega

SP6 RNA-Polymerase Boehringer Mannheim
10x Transkriptionspuffer Boehringer Mannheim
T4 DNA-Ligase MBI-Fermentas

T4 DNA-Polymerase MBI Fermentas

2.1.3 Antibiotika

Stammkonzentration Arbeitskonzentration
Ampicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Penicillin 100 mg/ml 100 pg/ml
Streptomycin 100 mg/ml 100 pg/ml

2.1.4 Bakterienstamme

E. coli DH5a Arbeitsgruppe; Referenz Invitrogen
E. coli JM109 Arbeitsgruppe; Referenz Stratagene
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2.1.5 Zellinien

293T Humane embryonale Nierenzellinie, die das SV40 grole T-Antigen stabil
exprimiert (Du Bridge et al., 1987)
HT1080  Humane Fibrosarkomazellinie, ATCC: CCL-121

2.1.6 Grolien-/Langenstandards

Nukleinsaureldangenstandards

A-HindIII Marker eigene Herstellung
A-Pstl Marker eigene Herstellung
Proteingrolienstandards

RPN800 Rainbow Marker Amersham Biosciences

2.1.7 Antikorper

Verdiinnung im

Western Blot
Maus aPFV Gag:
SGG1 Hybridomaiiberstand (Heinkelein et al., 2002a) 1:10
Maus aPFV Integrase:
3E11 Hybridomaiiberstand (Imrich et al., 2000) 1:3
Maus aPFV Reverse Transkriptase:
15E10 Hybridomaiiberstand (Imrich et al., 2000) 1:3
Ziege aMaus Immunoglobuline/HRP (DakoCytomation, DK) 1:1000
2.1.8 Plasmide
2.1.8.1 Retrovirale Vektoren
pCgpl/M54: pCgpl (Fischer et al., 1998) mit Mutation des pol ATG zu
CTG (Enssle et al., 1996)
pMD4 Heinkelein et al., 2002b
pMD9 Heinkelein et al., 2002a
pMHO66 Martin Heinkelein
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pMH68 Martin Heinkelein

pMH93 Heinkelein et al., 2000
pMHI114 Heinkelein et al., 2000
pMH115 Heinkelein et al., 2000

2.1.8.2 Expressionsplasmide

pcDNA3 Invitrogen

pCpol2 Heinkelein et al., 1998

pClgag?2 Heinkelein et al., 2002a

pCenvl Fischer et al., 1998

pcRT2 Imrich et al., 2000

pcIN1 Imrich et al., 2000

pczHSRV2/M61 Jorg Enssle

pczHSRV2/M83 Kombination der Einzelmutationen der aktiven Zentren der

Reversen Transkriptase (M69; Moebes et al., 1997) und der
Integrase (M73; Enssle et al., 1999) in pczHSRV2

pSP65 Promega

pSPHFV3 Heinkelein et al., 2002a

2.1.9 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide binden in PFV und wurden von Invitrogen produziert.
Sie wurden bei —20°C gelagert, nachdem die Konzentration auf 100 pmol/pl eingestellt

wurde.

Tab. 2: Verwendete Oligonukleotide

Primer | Sequenz (5°-3’) Bemerkung

#154 | ccttcagtaaggcgaagacc gag antisense Primer (Sequenzierprimer)

#196 | gccacccaaggaagttatgteg pol sense Primer (Sequenzierprimer)

#327 | gttactggtctgtaagaactac gag antisense Primer (Klonierungs- und
Sequenzierprimer)

#385 | agccactcttttaaaaattgcc pol sense Primer (Sequenzierprimer)

#407 | cactctgcccaaggtgcage pol sense Primer (Sequenzierprimer)

25




Material und Methoden

#444 | atatactccacatcaactctta pol sense Primer (Sequenzierprimer)

#453 | ttagaataggaccagaggctttg pol antisense Primer (Sequenzierprimer)

#560 | gcegecaccatggettcaggaagtaatgttgaa gag sense Primer (Sequenzierprimer)

#564 | gacaatggcttcaggaagtaatgtt gag sense Primer (Sequenzierprimer)

#1800 | cgcgcaattgtcgaatataagtcgggtttatttgta sense Mutageneseprimer zur Deletion
der PBS

#1840 | aaaagtcaactattggacctttgccaccttcac sense Klonierungsprimer zur Klonierung
von pKP25; enthélt eine HinclI-
Schnittstelle

#1841 | aaaagtcaacactagcgcaactgttaaatctctc sense Klonierungsprimer zur Klonierung
von pKP26; enthélt eine HinclI-
Schnittstelle

#1842 | aacctgaatgggcaaaggaaagaggtatacatttgg | sense Klonierungsoligo zur Klonierung
von pKP27

#1843 | aattccaaatgtatacctctttcctttgcccattcaggtt | antisense Klonierungsoligo zur
Klonierung von pKP27

#1844 | ccaccttactaccactttgggg pol antisense Primer (Klonierungs- und
Sequenzierprimer)

#1845 | tttttagcgctagtcaagtgtatcttgatttgcaaatg | antisense Klonierungsprimer zur
Klonierung von pKP30; enthélt eine
Eco47III-Schnittstelle

#1846 | tttttagcgctagcaagttgtacaacaggcaatagg | antisense Klonierungsprimer zur
Klonierung von pKP31; enthélt eine
Eco47III-Schnittstelle

#1849 | ggtgattcactctgatcaaggtge pol sense Primer (Klonierungs- und

Sequenzierprimer)

Die Bezeichnung der Oligonukleotide erfolgte durch Nummern. In der mittleren Spalte ist
die 5’-3” Sequenz angegeben. In der Spalte ,,Bemerkungen** sind vorhandene Restriktions-
enzymschnittstellen und die Verwendung des Oligonukleotides angegeben.
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2.1.10 Kits

Big Dye" Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Direct Protect™ Lysate RPA

ECL™ Western Blotting Detection Reagents

GENECLEANR® III Kit
GENECLEANR Turbo For PCR
MERmaid Kit

Applied Biosystems
Ambion

Amersham Biosciences
Q BIOgene

Q BIOgene

Q BIOgene

North2South® Chemiluminescent Hybridization & Detection Kit  Perbio/Pierce

NucleoBond® PC500
PolyFect® Transfection Reagent

Qiaquick PCR Purification Kit

2.1.11 Sonstiges Material

Blot Filterpapier
Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemembran

Plastikmaterial

Rontgenfilme X-ray Retina XBD

Macherey-Nagel
Qiagen
Qiagen

Schleicher & Schuell

Amersham Biosciences

Costar, Eppendorf, Falcon, Greiner,
Nunc, Roth

Fotochemische Werke GmbH

Sterilfilter (0,22 pm, 0,45 um) Schleicher & Schuell

BrightStar™-Plus Nylonmembran Ambion

Polyallomer Ultrazentrifugentubes Beckmann

QiaShredder Qiagen

2.2 Puffer und Lésungen

2.2.1 Bakterienkultur

5x LB-Medium LB Broth Base Lennox L 100 g
(Invitrogen #12780-029)
NaCl 25¢g
o-D Glucose 5¢g
H,O ad 1000 ml
autoklavieren
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LB-Agar LB Broth Base Lennox L
Agar
NaCl
H,O

autoklavieren

20g

20g

5g

ad 1000 ml

Nach autoklavieren und abkiihlen auf unter 60°C, das jeweilige Antibiotikum zugeben,

Losung in Petrischalen gief3en, erstarren lassen und die Agarplatten bei 4°C aufbewahren.

Ampicillin Ampicillin Natriumsalz

0,2 um steril filtrieren

100 mg/ml

2.2.2 Puffer und Lésungen zur Analyse und Klonierung von DNA

50x TAE Tris
konzentrierte Essigsdure

EDTA pH 8,0
6x DNA-Probenpuffer Bromphenolblau
Sucrose

autoklavieren

3 M Natriumacetat pH 5,4 Natriumacetat

2M
5,71%
50 mM

0,125%
40%

3M

pH 5,4 mit konzentrierter Essigsdure einstellen,

autoklavieren

Transformationspuffer I Kaliumacetat
RbCl,
CaCl,
MnCl,
Glycerin
pH 5,8 mit 10% Essigséure einstellen,

0,2 um sterilfiltrieren

30 mM
100 mM
10 mM
50 mM
15%
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Transformationspuffer 11

Plasmidpréaparationslésung |

Plasmidpraparationslésung 11

Plasmidpréaparationslésung 111

TE/RNase

10x Hybridisierungspuffer

Tris/MgCl,

MOPS

RbCl,

CaCl,

Glycerin

pH 6,5 mit 1 M KOH einstellen,
0,2 uM sterilfiltrieren

Tris-HCI pH 8,0
Glucose
EDTA pH 8,0

autoklavieren

NaOH
SDS

Natriumacetat

10 mM
100 mM
75 mM
15%

25 mM
50 mM
10 mM

0,2N
1%

3M

pH 5,2 mit konzentrierter Essigsdure einstellen,

autoklavieren

TE
RNaseA

NaCl
Tris pH 7,8
EDTA pH 8,0

Tris-HCI pH 9,0
MgClz

autoklavieren

0,1x
100 pg/ml

1M
0,1M
1 mM

200 mM
5mM
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2.2.3 Zellkultur

Minimal Essential Medium
(MEM)

Dulbeccos Modified Eagle
Medium (D-MEM)

ATV

MEM (Hausmedium: 9,6 g/l Invitrogen #41500-083,

2,2 g/l NaHCO3)

FCS (Biochrom, Berlin) 5%-10%
Glutamat 0,03%
Penicillin 100 mg/1
Streptomycin 100 mg/1

D-MEM (Invitrogen #41966-29)

FCS (Biochrom, Berlin) 5%-10%
Glutamat 0,03%
Penicillin 100 mg/1
Streptomycin 100 mg/1
NaCl 137 mM
KCl 5,4 mM
D-Glucose 5 mM
NaHCO; 70 mM
Trypsin 500 mg/1

2.2.4 Puffer und Loésungen fir zellbiologische Methoden

FACS-Puffer

500 mM Natriumbutyrat

BSA 0,1%
Natriumazid 0,02%
in PBS

Natrium-Buttersaure 500 mM

in sterilem PBS

0,2 pum steril filtrieren
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2.2.5 Puffer und Loésungen fir proteinbiochemische Methoden

RIPA Puffer

20% Sucrose

2x Probenpuffer fur
Proteinproben (2xPPP)

Gelpuffer

5x Kathodenpuffer

10x Anodenpuffer

Blotpuffer

Tris-HCI pH 7,5
NaCl

Natrium-Deoxycholat

Triton X-100
SDS
Lagerung bei 4°C

Sucrose

Tris pH 8,0
NaCl

EDTA pH 8,0

Tris-HCI pH 6,8
SDS
Glycerin

B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

Tris base

SDS

pH 8,45 mit HCI einstellen

Tris
Tricine

SDS

Tris-HCI pH 8,9

Tris
Glycin
SDS
Methanol

20 mM
300 mM
1%

1%
0,1%

20%
100 mM
100 mM
I mM

125 mM
4%
23,25%
10%
0,01%

3IM
0,3%

500 mM
500 mM
0,5%

2M

50 mM

40 mM

0,037%
20%
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PBS-Tween Tween 20 in PBS

2.2.6 Puffer und Losungen fir RNA-Methoden

Fall-Mix Ammoniumacetat
Glykogen
5x TBE Tris base
Borsaure
EDTA pH 8,0
Equilibrierungspuffer Tris-HCI pH 8,0
5% PAGE-Puffer Harnstoff

Aqua dest. steril
5x TBE

2.2.7 Standardlésungen und Puffer

1 M Tris pH 8,0 Tris
pH 8,0 mit HCIl einstellen,

autoklavieren

10% SDS SDS
pH 7,2 mit HCl einstellen

PBS(+) NaCl
KCI
Na;HPO, x 2 H>0
KH,PO,
CaCl x 4 H,0
MeCl, x 6 H,O

0,5%

1M
250 ng/ul

450 mM
450 mM
10 mM

0,28 M

100 g
62,5 ml
40 ml

IM

10%

137 mM
2,7 mM
4,3 mM
1,4 mM
1,5 mM
I mM
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PBS(-) (ohne CaCl, & NaCl 137 mM
MgCl,) KCl 2,7 mM
Na,HPO, x 2 H,0 4,3 mM
KH,PO4 1,4 mM
TE pH 8,0 Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 I mM
0,5M EDTA pH 8,0 EDTA 500 mM

pH 8,0 mit NaOH einstellen,

autoklavieren

2.3 Methoden

2.3.1 Molekularbiologische Methoden

2.3.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

(Puffer und Lésungen: 2.2.1 & 2.2.2)

Das Einbringen von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien wird als Transformation

bezeichnet. Da nur wenige Bakterienstimme von Natur aus kompetent sind, wurden Wege

gefunden, Kompetenz zu induzieren. Einer davon ist die Behandlung mit Calciumchlorid.

Bei niedriger Temperatur und in Gegenwart von Calciumionen wechselwirken E. coli-

Zellen und Plasmid-DNA miteinander und die Plasmid-DNA

wird in die Zellen

aufgenommen. Ein Hitzeschock erhoht die Transformationsrate, ist aber nicht unerlaflich.

Inkubation einer Bakterienvorkultur iiber Nacht (UN) bei 37°C und 180 rpm
100 ml LB-Medium mit 1 ml der Vorkultur angeimpft

bei 37°C, 200 rpm bis zu einer ODsgs von 0,2 bis 0,3 kultiviert

Inkubation der Kultur fiir 5 min auf Eis

bei 2500 rpm, 4°C fiir 10 min pelletiert

Uberstand verworfen, Pellet in 40 ml Transformationspuffer I aufgenommen
bei 2500 rpm, 4°C fiir 10 min pelletiert

Uberstand gut abgesaugt, Pellet in 4 ml Transformationspuffer II aufgenommen
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e  Inkubation fiir 15 min auf Eis
e  Bakterienlosung aliquotiert und in fliissigem Stickstoff eingefroren

e  Lagerung bei —80°C

2.3.1.2 Transformation kompetenter Bakterien

2.3.1.2.1 Lange Transformation (abgewandelt nach Sambrook et al., 1989)

(Puffer und Losungen: 2.2.1)
Fir diese Methode wurden kompetente Bakterien des E. coli-Stammes DH5a. gewihlt.
Dieser zeichnet sich durch eine hohe Transformationsrate, aber eine im allgemeinen nur
geringe Produktion von Plasmid-DNA aus. Wegen der leichten Transformierbarkeit wurde
er fiir die Transformation von Ligationsansdtzen verwendet.

e kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut

e vorsichtige Mischung von 20-200 ng DNA mit 100 pl der Bakteriensuspension

e ca. 30 min Inkubation auf Eis

e Inkubation fiir 90 sec bei 42°C (Hitzeschock)

¢ 3 min auf Eis abgekiihlt

e anschlieend Zugabe von 1 ml 1x LB-Medium

e Inkubation fiir ca. 1 h bei 37°C und 180 rpm

e Zentrifugation fiir 3 min bei 5000 rpm

e 1 ml Uberstand abgenommen und verworfen, Pellet resuspendiert

e Bakterien auf einer auf 37°C vorgewarmten LB-Agarplatte ausplattiert

e Inkubation UN bei 37°C im Brutschrank

2.3.1.2.2 Quick-Transformation (Pope & Kent, 1996)

Die Quick-Transformation bendtigt grole Mengen an eingesetzter DNA und ist daher flir
die Transformation von Ligationsansidtzen ungeeignet. Diese Methode ist jedoch
ausreichend, wenn ein Plasmid nur vermehrt und aufgereinigt werden soll, z. B. in einer
Maxi-Priparation. In diesem Fall wurde der E. coli-Stamm JM109 verwendet, der eine
hohe Ausbeute an Plasmid-DNA produziert.

e  kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut

e 0,5 pg Plasmid-DNA mit 50-100 ul Bakteriensuspension gemischt
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e ca. 10 min Inkubation auf Eis
e  gesamter Ansatz auf einer auf 37°C vorgewédrmten LB-Agarplatte ausgestrichen

° Inkubation UN bei 37°C im Brutschrank

2.3.1.3 Plasmidisolierung aus E. coli

Die Prédparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse
(Birnboim & Doly, 1979). Diese Methode basiert darauf, daBl es durch Zugabe von
Natriumdodecylsulfat (SDS) und Natronlauge (NaOH) zur Denaturierung von DNA und
zur Bildung von Protein-SDS-Komplexen kommt. Nach Zugabe von Natriumacetat fallen
Protein-SDS-Komplexe und chromosomale DNA, nicht aber Plasmid-DNA aus.
Anschlieffend kann die Plasmid-DNA von den Proteinen und der chromosomalen DNA

getrennt und gereinigt werden.

2.3.1.3.1 Mini-Préparation von Plasmid-DNA

(Puffer und Losungen: 2.2.1 & 2.2.2)
Nach alkalischer Lyse und Prézipitation der Proteine und chromosomaler DNA wurden
diese durch Zentrifugation von der Plasmid-DNA getrennt. AnschlieBend erfolgte die
Reinigung und Konzentration der Plasmid-DNA durch eine Ethanol-Fallung.
e 2 ml 1x LB-Medium + Antibiotikum (abhidngig von der vom Plasmid codierten
Antibiotikaresistenz) mit einer Bakterienkolonie angeimpft
¢ Inkubation iiber Nacht bei 37°C und 180 rpm
e 1-1,5 ml der Ubernachtkultur bei 13 000 rpm pelletiert und den Uberstand abgesaugt
e 100 pl Plasmidpriparationslosung I zugegeben, gevortext und ca. 5 min bei RT
inkubiert
e 100 pl Plasmidpréparationslosung I1 zugegeben, gevortext und 5 min bei RT inkubiert
e 150 pl Plasmidpriparationslosung III zugegeben, invertiert und 10-20 min auf Eis
inkubiert
e Zentrifugation flir 15 min bei 14 000 rpm
e Uberstand zu 1 ml Ethanol gegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert
e Zentrifugation flir 15 min bei 14 000 rpm
e Uberstand dekantiert

e mit 500 ul 70%igen Ethanol gewaschen und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
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e 1 min bei 14 000 rpm pelletiert
e Uberstand abgesaugt und Pellet bei 37°C getrocknet
e Pellet in 50 pul TE/RNase Losung resuspendiert

2.3.1.3.2 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Fiir die Prdparation groer Mengen Plasmid-DNA wurde das Plasmid DNA Purification
Kit: NucleoBond PC500 von Macherey-Nagel verwendet. In diesem Fall erfolgte die

Reinigung der Plasmid-DNA nach der alkalischen Lyse iiber eine Anionenaustauschsaule.

2.3.1.4 Spektrophotometrische Bestimmung von
Nukleinsaurekonzentrationen

Die Konzentration von Nukleinsduren kann spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge
von 260 nm bestimmt werden. Eine optischen Dichte (OD) von eins bei dieser
Wellenlidnge entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA, 33 pg/ml einzelstringiger DNA
und 40 pg/ml RNA in wissriger Losung.

Durch eine zusitzliche Messung bei 280 nm kann die Reinheit von DNA bestimmt werden.
Der Quotient beider Messungen (ODy/OD2so) sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
Ein Quotient unter 1,8 deutet auf eine Kontamination mit Proteinen und aromatischen

Substanzen hin, ein Quotient iiber 2,0 verweist auf eine Kontamination durch RNA.

2.3.1.5 DNA-Agarosegelelektrophorese

(Puffer und Losungen: 2.2.2)

DNA ist negativ geladen und wandert in einem Spannungsfeld in Richtung der Anode.
Daher kann sie in einem Agarosegel, an dem eine elektrische Spannung anliegt, der GrofB3e
nach aufgetrennt werden. Je nach Grofle der zu trennenden Fragmente werden
unterschiedliche Agarosekonzentrationen verwendet, eine hohe Konzentration (bis 2%)
wird fiir sehr kleine und eine niedrige (ab 0,7%) fiir groBe Fragmente gewéhlt.

Nach Einwiegen und Kochen der Agarose in 1x TAE-Puffer wurde sie abgekiihlt (auf
ca. 60°C), mit 1 pg/ml Ethidiumbromid versetzt und das Gel gegossen. Nach Erstarren des
Gels wurde dieses in eine mit 1x TAE gefiillte Kammer iiberfiihrt und die Geltaschen mit
DNA in 1x DNA-Probenpuffer beladen. Durch Anlegen einer Spannung von 20-105 V
kam es zur Auftrennung der DNA-Fragmente. Da Ethidiumbromid in die DNA interkaliert
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und unter UV-Licht fluoresziert, konnten die Fragmente auf diese Weise sichtbar gemacht

werden.

2.3.1.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Um DNA aus einem Agarosegel zu isolieren, wurde das entsprechende Fragment unter
schwacher UV-Beleuchtung aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert.

Fiir Fragmente {iber 200 bp wurden das Q BIOgene Geneclean Il Kit und fiir Fragmente
unter 200 bp Liange das Q BIOgene Mermaid Kit nach Anleitung verwendet. Bei der
Elution mit Hilfe dieser Kits wurde die Agarose in einem Hochsalzpuffer geschmolzen, die

DNA an Glasmilch gebunden, gewaschen, getrocknet und in Aqua dest. steril eluiert.

2.3.1.7 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsendonukleasen erkennen doppelstrangige DNA sequenzspezifisch und spalten
diese. Die Erkennungssequenz ist in den meisten Fédllen palindromisch und entspricht
hiufig der Schnittstelle. Bei der Spaltung konnen glatte oder iiberhingende DNA-Enden
entstehen.

Restriktionsverdaue dienten der Analyse von DNA, z. B. der Uberpriifung nach einer
DNA-Préparation oder préparativ als Werkzeug bei der Klonierung neuer Plasmide. Der
analytische und der priparative Verdau unterschieden sich hauptséchlich in der Menge der

eingesetzten DNA und des Reaktionsvolumens.

Reaktionsansatz: analytisch praparativ
DNA 1 nug 5-10pg
10x Puffer 2 ul Sul
Enzym 5U 20U
Aqua dest. steril ad 20 pl ad 50 pl

Die Hersteller geben fiir jedes Restriktionsenzym einen Puffer an, der optimale
Reaktionsbedingungen liefert. Bei einem Verdau mit mehreren Enzymen wurde der Puffer
gewdhlt, in dem alle Enzyme ihre groffte Aktivitdt haben. Gab es keinen solchen Puffer,

wurden die einzelnen Verdaue getrennt durchgefiihrt.

37



Material und Methoden

Die Verdaue erfolgten 1,5 h bis liber Nacht bei der vom Hersteller angegebenen

Temperatur, meistens 37°C.

2.3.1.8 Ligation linearer DNA-Fragmente

Bei der Ligation werden DNA-Fragmente mit Hilfe einer Ligase aus dem T4-Phagen
miteinander verkniipft. Dieses Enzym katalysiert die Bildung einer Phosphodiesterbindung
zwischen einer 3° Hydroxylgruppe und einem 5° Phosphatende, wobei es ATP als
Kofaktor nutzt. Hierfiir miissen die DNA-Enden entweder glatte oder komplementér
einzelstringige Uberhiinge aufweisen. Weiterhin ist es wichtig, daB die Insert-DNA im
Uberschuf} vorhanden ist, das Verhiltnis von Insert-DNA zu Vektor-DNA sollte zwischen
3:1 und 10:1 liegen. Als Vektor wird das DNA-Fragment bezeichnet, das die zur
Vermehrung und Selektion ndtigen Sequenzen trdgt, z. B. den Bakterien-Ori und
Antibiotikaresistenzen. Dieses Fragment kann sich nach einer Religation und
Transformation in Bakterien vermehren und diesen bei einer Selektion das Wachstum
ermoglichen. Eine solche Religation der Vektor-DNA kann durch deren

Dephosphorylierung (siehe 2.3.1.9) verhindert werden.

Reaktionsansatz:

T4 DNA-Ligasepuffer 2 ul

DNA 100-500 ng

T4 DNA-Ligase 1,0 pl (5 Weiss Units)
Aqua dest. steril ad 20 pl

Die Inkubation erfolgte {iber Nacht bei 14°C, anschlieend wurde eine Transformation in

E. coli DH5a durchgefiihrt (siche 2.3.1.2.1).

2.3.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Soll eine Religation von Vektor-DNA-Fragmenten wihrend der Ligation verhindert
werden, kann das Enzym CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) genutzt werden.
Dieses dephosphoryliert freie 5° Enden von DNA.

Da das Enzym in den meisten gdngigen Restriktionspuffern aktiv ist, wurde es direkt nach

dem préparativen Restriktionsverdau zugegeben (10 U) und fiir 1 h bei 37°C inkubiert.
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Anschlieflend erfolgte die Zugabe von EDTA auf eine Endkonzentration von 5 mM und

das Erhitzen auf 75°C fiir 10 min zur Inaktivierung des Enzyms.

2.3.1.10 Umwandlung von tiberhéangenden in glatte DNA-Enden

In einigen Fillen war es im Rahmen der Klonierungsstrategie ndtig, iiberhdngende
DNA-Enden in glatte Enden umzuwandeln. Je nach Art der tiberhingenden Enden gibt es
verschiedene Moglichkeiten: 5' Uberhiinge kénnen sowohl aufgefiillt, als auch abgebaut
werden, wohingegen 3' Uberhiinge nur abgebaut werden kénnen.

In dieser Arbeit wurde das Klenow-Enzym verwendet, um mit Hilfe seiner 5'-3'
Polymerase-Aktivitidt iiberhdngende 5’ Enden aufzufiillen, wohingegen die DNA-

Polymerase des T4-Phagen zum Abbau von 3> Uberhiingen verwendet wurde.

Auffullen von 5' Gberhédngenden Enden durch das Klenow-Enzyms
e Zugabe von 10 U Klenow-Enzym zu einem beendeten préparativen
Restriktionsverdau
e Zugabe von dNTPs (Endkonzentration 1 mM), gemischt
e Inkubation bei 37°C fiir 30 min

e Inaktivierung des Enzyms bei 75°C fiir 15 min

Abbau von 3’ Uberhéangenden Enden durch die T4-DNA-Polymerase
e Zugabe von 10 U T4 DNA-Polymerase zu einem beendeten priparativen
Restriktionsverdau
e Zugabe von dNTPs (Endkonzentration 0,1 mM), gemischt
e Inkubation bei 12°C fiir 20 min

e Inaktivierung des Enzyms bei 75°C fiir 15 min

2.3.1.11 Hybridisierung und Einftigen von Oligonukleotiden

(Puffer und Losungen: 2.2.2)

Bei dieser Methode werden zwei komplementire Oligonukleotide miteinander gepaart und
anschlieBend in einen Vektor eingefiigt. Auf diese Weise kdnnen z. B. kurze Sequenzen
eingefiigt oder ausgetauscht werden. Die Oligonukleotide miissen iiber den groften Teil

ihrer Lidnge komplementdr sein, damit sie sich aneinander lagern. Sie konnen nach
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Hybridisierung in einen Vektor ligiert werden, wenn ihre Enden komplementir zu denen
des Vektors sind. Sind die Oligonukleotide nicht kineasiert, darf der Vektor nicht

dephosphoryliert werden.

Reaktionsansatz:

Oligonukleotid 1 und 2 je 1 nmol
10x Hybridisierungspuffer Sul
Aqua dest. steril ad 50 pl

Der Ansatz wurde im Wasserbad fiir 5 min auf 92°C erhitzt. AnschlieBend wurde das
Wasserbad ausgeschaltet und kiihlte sich innerhalb von 3 h bis UN auf Raumtemperatur
ab. Wihrend dieser Zeit erfolgte die Hybridisierung der Oligonukleotide und 2 pl dieses

Ansatzes wurden anschlieBend in die Ligation eingesetzt.

2.3.1.12 Phenol-Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prazipitation von
DNA

(Puffer und Losungen: 2.2.2)

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient dem Entfernen von Protein- und Lipid-
verunreinigungen aus wassrigen DNA-Losungen. Hierbei sammeln sich Proteine in der
organischen Phase, wihrend Nukleinsduren in der wissrigen Phase verbleiben.

Die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde durchgefiihrt, um die DNA-Matrizen fiir die
in vitro-Transkription der RNase Protection Sonden (siche 2.3.5.1) zu reinigen.
AnschlieBend erfolgte die Prizipitation der DNA mit Isopropanol und Ethanol zur

Entfernung der Phenolreste und Konzentration der DNA.

Phenol-Chloroform-Extraktion
e  Auffiillen des DNA-Volumens mit sterilem Aqua dest. auf 500 ul
e  Zugabe von einem Volumen Phenol, gevortext
e  Zentrifugation bei 13 000 rpm fiir 4 min
e  obere, wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefal} iiberfiihrt
e Zugabe von einem Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1),
gevortext
e  Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 4 min

e  obere, wissrige Phase in neues Reaktionsgefdl} tiberfiihrt
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e  Zugabe von einem Volumen Chloroform, gevortext

e  Zentrifugation bei 13 000 rpm fiir 4 min

e  obere, wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt
Ethanol-Prazipitation

e  Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2-5,4)

e  Zugabe von 6/10 Volumen Isopropanol

e  gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert

e  Zentrifugation bei 13 000 rpm fiir 15 min

e Uberstand dekantiert

e  Zugabe von 1 ml 70%igem Ethanol

e  Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur

e  bei 13 000 rpm 15 min pelletiert und Uberstand abgesaugt

e Pellet ca. 15 min bei 37°C getrocknet und in 20 pl sterilem Aqua dest.

aufgenommen

2.3.1.13 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Amplifizierung von definierten DNA-Fragmenten. Die Reaktion besteht
im Wesentlichen aus drei sich wiederholenden Schritten. Der erste ist der
Denaturierungsschritt, in dem die Temperatur soweit erhoht wird, da3 es zu Trennung der
beiden DNA-Stringe (der Matrize) kommt. Im zweiten Schritt wird die Temperatur
gesenkt und es kommt zur Bindung zweier spezifischer Oligonukleotide (Primer) an die
einzelstraingige DNA. Im dritten Schritt synthetisiert eine thermostabile Polymerase
ausgehend vom 3’ Ende der Primer einen zur Matrize komplementidren DNA-Strang. Diese
Abfolge wird 20-30 Mal wiederholt und es kommt zu einer exponentiellen Vermehrung
der durch die Primer begrenzten DNA-Sequenz. Mit Hilfe von modifizierten Primern kann
das amplifizierte Produkt modifiziert und mutiert werden.

Die Qualitdt und Quantitidt des Produktes wird durch die verwendete, thermostabile Poly-
merase beeinflusst. So besitzt z. B. die Taqg-Polymerase eine hohe Reaktions-
geschwindigkeit, aber keine Korrekturaktivitdt, wihrend die Pwo-Polymerase eine
Korrekturaktivitét besitzt, dafiir aber eine wesentlich niedrigere Reaktionsgeschwindigkeit
aufweist. Je nachdem, ob der Schwerpunkt auf Quantitit oder Qualitit gelegt wird, erfolgt
die Wahl der Polymerase.
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In dieser Arbeit wurden nur priaparative PCRs durchgefiihrt, bei denen das Produkt

moglichst fehlerfrei sein sollte. Aus diesem Grund wurde die Pwo-Polymerase verwendet.

Reaktionsansatz:

Plasmid-DNA

Primer sense

Primer antisense

Puffer (10x)

10 mM dNTP Mix

Polymerase

Aqua dest. steil

200 ng
100 pM
100 pM

5 ul Pwo-Puffer komplett

1l
2U
ad 50 pl

Das Ansetzen der Reaktion erfolgte in 0,2 ml Diinnwand-Reaktionsgefd3en auf Eis, um

falschen Primerbindungen vorzubeugen.

PCR-Programm:

Phase Temperatur Zeit Zahl der Zyklen
Denaturierung 94°C 4 min 1
Denaturierung 94°C 30 sec
Primerbindung ca. T, — 3°C 60 sec 25
DNA-Synthese 72°C pro 500 bp ca. 1 min
Endtemperatur 4°C 0 1

Tm bezeichnet die Schmelztemperaturen der Primer.

Zur Uberpriifung der Reaktion wurde nach der PCR ein Zehntel des Ansatzes auf ein

Agarosegel aufgetragen. Vor einer weiteren Verwendung des PCR-Produktes erfolgte eine

Aufreinigung mit dem GENECLEAN Turbo For PCR Kit von Q BIOgene oder dem

Qiaquick PCR Purification Kit von Qiagen.

2.3.1.14 Sequenzierung von DNA

(Puffer und Losungen: 2

2.2)

Die Sequenzierung basiert auf dem Prinzip der Kettenabbruchmethode nach F. Sanger.

Ahnlich der PCR beruht sie auf der Wiederholung dreier Schritte. Zunichst wird die zu

sequenzierende DNA denaturiert, mit einem Primer hybridisiert und dieser anschlieend
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durch eine Polymerase durch Anhidngen von Desoxynukleotiden verlingert. In dem
Gemisch der Desoxynukleotide befinden sich auch mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen markierte Didesoxynukleotide. Wird eines dieser Didesoxynukleotide
eingebaut, kann der Strang nicht mehr verldngert werden und es kommt zum
Kettenabbruch. Da der Einbau zufillig erfolgt, haben die neuen DNA-Stringe
unterschiedliche Liangen. Die DNA-Striange werden der Grofe nach aufgetrennt, die
Fluoreszensfarbstoffe an ihren Enden mittels Laser angeregt und gemessen. Auf diese
Weise kann die Sequenz bestimmt werden. Fiir die Sequenzierungen von Plasmiden wurde

das Applied Biosystems Big Dye Cycle Sequencing Kit verwendet.

Reaktionsansatz:

Big Dye Mix 1 pul

5x Tris/MgCl, 1 ul
DNA 0,5 pg
Primer 3,3 pmol
Aqua dest. steril ad 5 pl

Thermocyclerprogramm:

Phase Temperatur Zeit Zahl der Zyklen
Denaturierung 95°C 20 sec
Primerbindung 50°C 15 sec 25
DNA-Synthese 60°C 4 min
Endtemperatur 4°C 0 1

Nach der Sequenzierreaktion erfolgte die Aufreingung und Sequenzierung im Haus.

2.3.2 Zellkulturmethoden

2.3.2.1 Kultivierung adhéarenter Zellinien

(Puffer und Losungen: 2.2.3)
Die verwendeten Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO; in

Zellkulturflaschen gehalten. Dabei wurden fiir die jeweiligen Zellinien folgende Medien
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(angesetzt mit 10% FCS, 0,03% Glutamat und jeweils 100 pg/ml Penicillin und
Streptomycin) eingesetzt:

293T MEM

HT1080 D-MEM
Adhérente Zellinien wachsen in Form eines Monolayers am Boden der Zellkulturflasche
und miissen bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 60-80% (alle 3-4 Tage) gesplittet, d. h.
verdiinnt werden. Dazu wurde das Medium entfernt, die Zellen mit ATV gespiilt, mit ATV

abgelost und mit frischem Medium 1:5 bis 1:20 verdiinnt.

2.3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

(Puffer und Losungen: 2.2.3)

Um Zellen einzufrieren, wurden sie mit ATV abgelost, fiir 10 min bei 1000 rpm pelletiert,
der Uberstand verworfen und das Zellpellet in einer 1:1 Mischung aus Medium und FCS
mit 20% DMSO (Sigma #D2650) aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen in
Aliquots von 1 ml bei —80°C eingefroren und nach 1-3 Tagen in fliissigen Stickstoff
iberfiihrt.

Beim Auftauen von Zellen wurden zundchst 10 ml Medium auf Eis vorgelegt, die
gefrorenen Zellen rasch in der Hand aufgetaut und sofort im vorgelegten Medium
gewaschen. Nach Zentrifugation (10 min, 1000 rpm, 4°C) wurde der Uberstand verworfen,
das Pellet in 5 ml frischem Medium resuspendiert und in einer kleinen Zellkulturflasche
ausgesit.

Wichtig bei der Arbeit mit DMSO ist die Durchfiihrung auf Eis, da DMSO sonst toxisch
fiir die Zellen ist.

2.3.2.3 Transfektion und Induktion

(Puffer und Losungen: 2.2.3 & 2.2.4)

Transfektion bezeichnet den Vorgang, bei dem Plasmid-DNA in eine eukaryotische Zelle
eingefithrt wird. In dieser Arbeit war Ziel der Transfektionen eine transiente
Genexpression und Produktion von Viruspartikeln. Fiir eine Partikelprdparation aus dem
Zelliiberstand werden relativ hohe Virustiter bendtigt, weshalb die Transfektion mit
PolyFect Transfection Reagent von Qiagen erfolgte, da dieses im Vergleich zu anderen

Transfektionsmethoden die hochsten Titer liefert.
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PolyFect Reagenz ist ein sogenanntes aktiviertes Dendrimer Transfektionsreagenz. Es
besitzt einen definierten sphdrischen Aufbau mit einem zentralen Kern und radidren
Ausldufern, die in geladenen Aminoséduregruppen enden. Gibt man DNA hinzu, formt sich
eine kompakte Struktur mit einer positiven Ladung, welche es erlaubt, an negativ geladene
Zellrezeptoren an der Zelloberflache eukaryotischer Zellen zu binden. In der Zelle puffert
das Reagenz den pH-Wert im Lysosom und inaktiviert auf diesem Wege die lysosomalen
Nukleasen. Dies sichert die Stabilitdt der PolyFect-DNA-Komplexe.

Die transfizierten Zellen wurden nach 24 h Inkubation mit Natriumbutyrat induziert. Es ist
bekannt, dal Natriumbutyrat ein Histondeacetylasehemmer ist und dafl die Acetylierung
von Histonen mit der transkriptionellen Aktivierung vieler eukaryotischer Gene korreliert.
Die von Natriumbutyrat induzierte Expressionserh6hung ist also unspezifisch und betrifft

auch Gene der transfizierten Zelle.

Aussaat von Zellen
e Aussaat von 1,6 x 10° Zellen (293T) pro 6 cm Schalen in 5 ml Medium
e  Inkubation UN bei 37°C und 5% CO;

Transfektion

e  Medium gegen 4 ml frisches, vorgewirmtes Medium gewechselt

o  Transfektionsansatz: DNA-Gesamtmenge 4-7,5 ng (meistens 6 pg)
MEM ohne Zusitze 150 pl
PolyFect 30 ul

e 10 sec gevortext und 5-10 min bei Raumtemperatur inkubiert
e 1 ml Medium zugegeben, gemischt und langsam auf die Zellen getropfelt
e  Inkubation liber Nacht
Induktion
e  Zugabe von Natriumbutyrat auf eine Endkonzentration von 8§ mM
e nach 7-9 h Mediumwechsel gegen 2,5 — 3,5 ml frisches, vorgewarmtes Medium

. Inkubation tiber Nacht
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2.3.3 Proteinbiochemische Methoden

2.3.3.1 Herstellung von Zellysaten fir die Proteingelelektrophorese

(Puffer und Losungen: 2.2.5)
Eine Moglichkeit, zu untersuchen, ob Proteine von transfizierten Plasmiden (siche 2.3.2.3)
exprimiert werden, ist die Analyse von Zellysaten mittels Proteingelelektrophorese und
anschlieBendem Western Blot (siehe 2.3.3.2 & 2.3.3.3).
Durch Zugabe von Triton X-100 wurden die Zellmembranen permeabilisiert und die
Zellen lysiert. Zusétzlich wurden SDS und B-Mercaptoethanol hinzugegeben, diese
denaturieren Proteine und verhindern so storende Protein-Proteinwechselwirkungen.

e Zellen mit PBS(+) gewaschen

e Zugabe von 700 pl RIPA Puffer

¢ 10-20 min Inkubation auf Eis, dabei wurden die Platten mehrmals geschwenkt

e Uberfiihrung der geldste Zellen in einen QiaShredder und Zentrifuagtion fiir 1 min

bei 13000 rpm

e 600 pl des Eluats mit der gleichen Menge an 2x PPP gemischt

e 5 min bei 95°C gekocht

e kurzfristige Lagerung bei —20°C, langfristige bei —80°C

2.3.3.2 Tricin-SDS-Polyacrylamidgelektrophorese (SDS-PAGE)

(Puffer und Losungen: 2.2.5)

Proteinproben lassen sich in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (modifiziert nach:
Schigger & Jagow, 1987) anhand ihres Molekulargewichtes auftrennen. Polyacryl-
amidgele bestehen aus einem Acryl-Bisacrylgemisch und ihr Trennbereich ist von der
Konzentration und dem Verhéltnis dieses Gemisches abhdngig (hier 37,5:1). Die
Polymerisierung des Acrylamids benétigt freie Radikale, die von Ammoniumpersulfat
(APS) freigesetzt und von TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin) stabilisiert werden.
SDS denaturiert Proteine — besonders nach vorheriger Reduktion mit 3-Mercaptoethanol
oder DTT — und unterbindet so Protein-Proteinwechselwirkungen. Es ist ein anionisches
Detergenz, das an hydrophobe Bereiche von Proteinen bindet. Dabei wird eine stark
negative Ladung angelagert, die alle vorhandenen Ladungen iiberdeckt. Bei der
Elektrophorese wandern deshalb alle Proteinkomplexe zur Anode und werden durch den

Molekularsiebeffekt der porosen Polyacrylamidmatrix anhand ihres Molekulargewichts
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aufgetrennt. Durch die Zugabe von Tricin wird eine bessere Trennung kleinerer Proteine
(1-100 kD) erreicht.

In dieser Arbeit wurden ausschlieBlich 8%ige Gele verwendet.

Trenngel 8% Sammelgel 4%

Acryl-Bisacrylamid Stammldsung (37,5:1) 5,3 ml 2,6 ml
Gelpuffer: 6,6 ml 5,0 ml
Glycerin (100% wasserfrei) 2,2 ml -

Aqua dest. steril 6,0 ml 12,4 ml
10% APS 50 pl 150 pl
TEMED 20 pul 20 pul

Zunichst wurde das Trenngel gegossen und mit 1 ml Isopropanol tiberschichtet. Nach
Auspolymerisierung (ca. 30 min) wurde das Isopropanol griindlich entfernt und
anschliefend das Sammelgel gegossen. In das Sammelgel wurde ein Kamm gesteckt, der
beim Polymerisieren Taschen freihielt, in die nach Entfernen die Proben gefiillt werden
konnten. Beim Ansetzen der Losungen fiir die Gele wurde darauf geachtet, da3 APS und
TEMED zum Schluss zugegeben wurden, da mit ihrer Zugabe die Polymerisierung startet.

Nach Auspolymerisierung des Sammelgels wurden die Pufferkammern der Eletrophorese-
apparatur mit Kathoden- und Anodenpuffer gefiillt und 25-50 ul Probe bzw. 7 pl Rainbow-
Marker aufgetragen. Die Trennung der Proteine erfolgte {iber Nacht bei 20-35 mA pro Gel.

2.3.3.3 Western Blot

(Puffer und Losungen: 2.2.5)

Ziel des Western Blots ist es, Proteine, die zuvor mittels Gelelektrophorese ihrem
Molekulargewicht nach getrennt wurden (siehe 2.3.3.2), auf einer Membran zu fixieren
und anschlieBend mit Hilfe von Antikdrpern zu detektieren. Die Ubertragung erfolgt in
einem elektrischen Feld, in dem die Proteine sich auf den positiven Pol, die Anode zu
bewegen und aus dem Gel auf eine Nitrocellulosemembran wandern. Bei Zugabe eines
spezifischen Antikdrpers bindet dieser das zu detektierende Protein und wird im néchsten
Schritt von einem zweiten Antikorper erkannt. Diese Bindung kann iiber ein an den
sekunddren Antikorper gekoppeltes Enzym, z. B. einer Peroxidase, nachgewiesen werden.

Wird eine Detektionslosung (ECL Western Blot Detection Kit) zu den Peroxidase-
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gekoppelten Antikdrpern gegeben, kommt es zu einer Oxidation und zur Freisetzung von

Lichtquanten (Chemolumineszenz). Diese Lichtemission kann durch die Belichtung eines

Rontgenfilms detektiert werden.

In den beschriebenen Experimenten wurde das ,,semidry*“-Verfahren genutzt, hierfiir wurde

der Blot wie folgt aufgebaut:

Kathodenplatte (mit Blotpuffer befeuchtet)

3 Lagen Blot-Filterpapier (in Blotpuffer getrénkt)
Nitrocellulosemembran (in Blotpuffer getrinkt)
Acrylamidgel

2 Lagen Blot-Filterpapier (in Blotpuffer getrankt)
Anodenplatte (mit Blotpuffer befeuchtet)

Immunoblot

90 min mit 10 mA/cm® geblottet

Membran kurz mit PBS(-) gespiilt und schiittelnd 1 h bei Raumtemperatur in 4%
Magermilchpulver in PBS blockiert

Membran 3 x kurz mit PBS-Tween gespiilt

Membran schiittelnd 1 h bei Raumtemperatur mit dem primaren Antikdrper, verdiinnt
in 4% Magermilchpulver in PBS(-), inkubiert

Membran 3x kurz mit PBS-Tween gespiilt, 4 x 5 min mit PBS-Tween gewaschen
Membran schiittelnd 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundirem Antikorper
verdiinnt in 4% Magermilchpulver in PBS(-) inkubiert

Membran 3x kurz mit PBS-Tween gespiilt, 5 x 5 min mit PBS-Tween gewaschen

Detektion

Nitrocellulosemembran kurz zwischen Whatman-Papier leicht getrocknet

4 ml ECL zugegeben, 90 sec einwirken gelassen und entfernt

Membran in Frischhaltefolie gewickelt und in eine Fotokassette iiberfiihrt

in der Dunkelkammer Rontgenfilme fiir 10 sec bis 20 min belichtet und anschlieSend

entwickelt, fixiert und getrocknet
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2.3.4 Virologische Methoden

2.3.4.1 Das retrovirale Infektionssystem

Das in dieser Arbeit verwendete System diente der Herstellung von retroviralen
Viruspartikeln, die nur einen Replikationszyklus durchlaufen konnen. Hierfiir wurden
293T Zellen mit mehreren Plasmiden transfiziert (siche 2.3.2.3), welche die zur
Partikelbildung nétigen Komponenten unter Kontrolle eines CMV-Promotors exprimieren.
Bendtigt werden gag, pol, env und eine verpackbare RNA. Diese konnen entweder von
einzelnen Plasmiden oder aber kombiniert codiert werden. Da die verpackbare RNA nicht
alle zur Partikelbildung nétigen Sequenzen enthilt, ist nach Partikelproduktion nur ein
Infektionszyklus moglich.

Die getrennte Expression der einzelnen Viruskomponenten ermdglicht es, diese
unabhingig voneinander zu untersuchen. So konnen Mutationen in eine der Komponenten
eingefithrt werden und deren Einfluss auf die Bildung von Partikeln, bzw. deren
Infektiositit untersucht werden.

Trégt das Plasmid, das fiir die RNA codiert, zusitzlich zu den fiir die Verpackung nétigen
Sequenzen noch ein Markergen, so kann dieses zur Ermittlung der Infektiositit genutzt
werden. Die transfizierten Zellen produzieren Viruspartikel, die zur Infektion von
Zielzellen verwendet werden, die DNA wird in den Zielzellen integriert und exprimiert.
Die Expression des Markergens kann dann z. B. {iber eine FACS-Analyse detektiert und
somit Schliisse auf die Infektiositét der gebildeten Viruspartikel gezogen werden.

Die gebildeten Partikel kdnnen aber auch direkt untersucht werden, indem sie aus dem
Uberstand gewonnen werden und ihre Komponenten, z.. im Western Blot oder einem RPA,
untersucht werden.

Die Priparation von Zellysaten transfizierter Zellen ermdglicht eine Uberpriifung der

Plasmidexpression (siehe 2.3.3.1).

2.3.4.2 Infektionsanalyse

Infektion

Um Zielzellen zu infizieren, nutzt man den Uberstand transfizierter und induzierter Zellen
(siehe 2.3.2.3). Vor der Infektion wurden die Zielzellen (HT1080) in 12-well Platten mit
1 x 10* Zellen pro ml und well ausgesit und 2-4 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Der

Uberstand der transfizierten Zellen (293T) wurde mit einer sterilen Spritze abgezogen und
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durch einen 0,45 pum Filter zellfrei filtriert. AnschlieBend wurde ein Teil dieses
Uberstandes (10-300 pl) auf die Zielzellen gegeben und diese inkubiert, um nach 3-4

Tagen eine Infektionsanalyse im DurchfluBzytometer durchzufiihren.

Durchflu3zytometrische Infektionsanalyse
(Puffer und Losungen: 2.2.3 & 2.2.4)
Im DurchfluBzytometer werden die Zellen durch eine diinne Kapillare geleitet, vereinzelt
und mit einem Laser abgetastet. Uber die Anregung von Fluorochromen mittels des Lasers
kann die Expression von Markergenen in einer Zellpopulation direkt oder indirekt
bestimmt werden. Die Fluorochrome werden entweder direkt vom Markergen codiert oder
sind an einen Antikérper gebunden, der das Markerprotein detektiert. In dieser Arbeit
wurde das enhanced green fluorescent protein (¢GFP), ein bei einer Anregung von 488 nm
griin fluoreszierendes Protein, eingesetzt. Neben der Fluoreszenz werden auch die Grofle
und Granularitdt der Zellen im DurchfluBcytometer (FACS = Fluorescence Activated Cell
Sorting) gemessen, dies ermdglicht Riickschliisse auf den Zustand der Zellpopulation.

e 3 ml FACS-Puffer in FACS-Rohrchen vorgelegt

e infizierte Zellen mit 0,5 ml ATV gewaschen und in 0,5 ml ATV abgelost

e  Zellen in FACS-R&hrchen tiberfiihrt

e 5 min bei 1200 rpm pelletiert

e Uberstand abgegossen und Zellpellet in 80-200 ul FACS-Puffer resuspendiert
Die Messung wurde mit einem Becton-Dickinson FACScan durchgefiihrt und mit dem

Programm CellQuest (ebenfalls Becton-Dickinson) ausgewertet.

2.3.4.3 Viruspartikelpraparation

(Puffer und Losungen: 2.2.5 & 2.2.6)

Viruspartikel wurden aus dem Uberstand transfizierter Zellen gewonnen und die
partikelassoziierten Proteine im Western Blot (siche 2.3.3.3) und RNA im RNase
Protection Assay (siehe 2.3.5.2) untersucht.

Nach Aussaat mehrerer 6 cm Schalen mit je 1,5 x 10° Zellen pro Ansatz, PolyFect
Transfektion und Induktion (siehe 2.3.2.3) erfolgte am vierten Tag die Partikelpriparation.
Fiir eine Untersuchung der partikelassoziierten Proteine wurden vier Schalen, fiir die der

partikelassozierten RNA zwei Schalen benoétigt.

50



Material und Methoden

Partikelpraparation
e  Uberstinde der einzelnen Ansitze mit einer sterilen Spritze abgenommen, vereinigt
und zellfrei filtriert (0,45 pum Filter)
e 2 ml 20% Sucroseldsung in ein Ultrazentrifugenrdhren vorgelegt
e 4-9 ml Uberstand vorsichtig auf das Sucrosekissen geschichtet
e  mit PBS(+) austariert
e 3 h Ultrazentrifugation bei 25 000 rpm
e  Medium abgesaugt, Sucrose dekantiert und die R6hrchen umgedreht hingestellt

e  Flissigkeitsreste mit RNase freiem Papier entfernt

Praparation von partikelassoziierten Proteinen
e  40-75 pl einer 1:1 2x PPP-PBS Mischung zu den Partikeln gegeben, gevortexen
e  Inkubation fiir 5 min auf Eis, gevortext und 5 min bei 95°C erhitzt

e  Lagerung bei -80°C

Praparation von partikelassoziierter RNA
e  60-75 ul Lysispuffer (Direct Protect Lysate RPA Kit) zu den Partikeln gegeben,
gevortext
e  Inkubation fiir 5 min auf Eis, gevortext

e  Lagerung bis zur Untersuchung durch den RNase Protection Assay bei -80°C

2.3.5 RNA-Methoden

2.3.5.1 Herstellung einer RNA-Sonde

Fiir den RNase Protection Assay wird eine markierte RNA-Sonde benétigt. Diese muf3
komplementér zu einem Stiick der zu detektierenden RNA sein und sollte eine Lénge von
200-500 Basen umfassen. Um zu gewdhrleisten, dal nur Sonden definierter Linge
entstehen, wird das Ausgangsplasmid entsprechend linearisiert. Nach der Linearisierung
erfolgt eine Phenol-Chloroform-Féllung (siehe 2.3.1.12), um eine moglichst saubere
Matrize zu erhalten und anschlieend die in vitro-Transkription der Sonde. Die Markierung
der Sonde erfolgte in dieser Arbeit iiber den Einbau biotinylierter dUTPs mittels des Biotin

labeling Mix von Roche.
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In vitro-Transkription

linearisierte Sonden DNA 1 ul(1-2 png)
10x Transkriptionspuffer 1 pl

RNase Inhibitor 20U

Biotin labeling Mix (Roche) 1 ul

RNase freies Aqua bidest. 6 ul

SP6 RNA-Polymerase 0,5 ul

e  Inkubation fiir 30 min bei 37°C

e  Zugabe von 0,5 U RQ1-Dnase

e I5min37°C

e  Zugabe von 20 pl Fill-Mix und 75 pl 100% EtOH

e  Zentrifugation fiir 20-25 min bei 13 000 rpm

e  Uberstand abgesaugt und das Pellet getrocknet

e Pellet in 50 pl Lysispuffer (Direct Protect Lysate RPA Kit von Ambion)
aufgenommen

e  Lagerung bei —80°C

2.3.5.2 RNase Protection Assay (RPA)

(Puffer und Losungen: 2.2.6)

Die Analyse partikelassozierter RNA erfolgte mittels eines RNase Protection Assays unter
Verwendung des Direct Protect™ Lysate RPA Kits. Die Partikel wurden in Lysispuffer
aufgenommen (siche 2.3.4.3), dieser enthdlt konzentriertes Guanidin-Thiocyanat, das
Ribonukleasen inaktiviert und gleichzeitig schnell Zellen und Gewebe 16st. AuBBerdem
liefert es gute Bedingungen fiir Nukleinsdurehybridisierungen. Die markierte Sonde (siche
2.3.5.1) wurde mit dem Lysat gemischt und nach Ubernachtinkubation mit Ribonuklease
behandelt. Die Sonde, die mit komplementidrer RNA hybridisierte, ist vor dem Abbau
geschiitzt und konnte auf einem Polyacrylamidgel separiert, auf eine positive
Nylonmembran iibertragen und anschlieBend visualisiert werden.

Genomische DNA wird unter den Bedingungen des Direct Protect™ Lysate RPA Kits

nicht denaturiert und kann demzufolge nicht mit der Sonde hybridisieren.
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Hybridisierung
Viruspartikel in Lysispuffer 15-20 pul
1:75 — 1:100 verdiinnte Sonde 5-10 pl
Lysispuffer (Direct Protect Lysate RPA Kit) ad 50 pl
e  Positiv- und Negativkontrollen: Sonde in Lysispuffer
e UN Inkubation bei 37°C
RNase Verdau mit Hilfe des Direct Protect Lysate RPA Kit von Ambion
e Zugabe von 500 pul 1x Digestionbuffer mit RNase Cocktail
e Keine Zugabe von RNase Cocktail zur Positivkontrolle
¢ 30 min Inkubation bei 37°C
e Zugabe von 20 pl 10% Sodium- Sarcosyl und 10 pl Proteinase K (20 mg/ml)
¢ 30 min Inkubation bei 37°C
e Zugabe von 500 pul Isopropanol und Inkubation bei —20°C fiir 15 min
e 20-25 min Zentrifugation bei 14 000 rpm bei Raumtemperatur
e Abnahme des Uberstand bis auf einen kleinen Rest
e 3 min bei 14 000 rpm
e Abnahme des restlichen Uberstandes
e Resuspendierung des Pellets in 20 - 25 pl Gelladepuffer
e 3 min bei 95°C, gevortext und abzentrifugiert, danach auf Eis gestellt
Separation der geschtitzten Fragmente

e cin 5%iges denaturierendes Polyacrylamidgel wurde gegossen:

5% PAGE-Puffer 35 ml
Acryl-Bisacrylamid (19:1) 5ml
10% APS 300 pl
TEMED 20 pl

e Vorlauf des Gels fiir ca. 30 min in 1x TBE
e Beladung des Gels mit der gesamten Probe und Lauf fiir 2-3 h bei 180-200 V
e Transfer der RNA-Fragmente auf eine positiv geladene Nylonmembran
(BrightStar'™-Plus) durch blotten bei 280 mA
e Vernetzung der RNA und der Membran iiber UV (cross linking; 120 mJoule)
Detektion mit dem North2South Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit von
Pierce/Perbio

¢ 15 min blocken in 30 ml Blockierungspuffer schiittelnd bei Raumtemperatur
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e Zugabe von 100 pl Strep-HRP Konjugat, Inkubation fiir 15 min schiittelnd bei

Raumtemperatur

e 4 x 5 min gewaschen mit 40 ml 1x Waschpuffer und anschlieender Schalenwechsel

¢ Inkubation 5 min schiittelnd bei RT in 30 ml Equilibrierungspuffer

e je 2 ml der Luminol/Enhancer Solution und der Stable Peroxidase Solution gemischt

e die feuchte Membran mit der Mischung bedeckt und fiir 5 — 8 min inkubiert

e Substrat abflieBen lassen, Membran in Frischhaltefolie eingeschlagen und in eine

Fotokassette tiberfiihrt

e Belichtung der Rontgenfilme fiir 0,5 — 30 min und anschlieBend entwickelt, fixiert

und getrocknet

2.3.5.3 RNA-Sekundarstrukturanalyse

Die RNA-Sekundirstrukturen fiir die verschiedenen in dieser Arbeit verwendeten

Deletionsmutanten wurden mit Hilfe des mfold-Programms (http://www.bioinfo.rpi.edu/

applications/mfold/old/rna) ermittelt. In diesem werden die Sekundirstrukturen der RNA

nach dem Prinzip der minimalen freien Energie berechnet (Zuker, 2003).

In dieser Arbeit wurden die Voreinstellungen des Programms beibehalten. Das bedeutet, es

wurden keine Zwinge (constraints) vorgegeben und die Sekundarstruktur linearer RNA

bei 37°C und 1 M NaCl ermittelt. Weiterhin wurden folgende Einstellungen beibehalten:

Tab. 3: Einstellungen des Programms mfold

Faltungsparameter Vorgabe | Bedeutung

percent suboptimality | 5 kontrolliert die Berechnung suboptimaler Faltungen

Upper bound 50 obere Grenze der Anzahl der berechneten Faltungen

window parameter default | kontrolliert die Anzahl der Faltungen; Wenn default,
gewdhlt wurde, so berechnet das Programm einen
Wert aufgrund der Lénge der Sequenz.

maximum interior 30 maximale GréBe einer internen Schleife oder

bulge/loop size Ausbuchtung

maximum asymmetry of | 30 maximale Asymmetrie einer internen Schleife oder

interior bulge/loop Ausbuchtung

maximum distance no limit | maximaler Abstand zwischen zwei gepaarten Basen

between paired bases

innerhalb der Sequenz
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung des Mechanismus der Inkorporation des

Pol-Proteins in foamyvirale Partikel

Fiir die Bildung eines infektiosen foamyviralen Viruspartikels sind vier Komponenten
erforderlich. Das Strukturprotein Gag bildet das Partikel und das Glykoprotein Env wird
fiir die Freisetzung des Viruspartikels und die Infektion von Zellen benétigt (Baldwin &
Linial, 1998; Fischer et al., 1998; Pietschmann et al., 1999). Weiterhin sind noch eine
verpackbare infektiose RNA und das Pol-Protein essentiell fiir die Infektiositit des
gebildeten Viruspartikels.

Das Pol-Protein (Pol) der Foamyviren wird von einer eigenen gespleifiten mRNA
unabhéngig von Gag translatiert (Enssle et al., 1997; Jordan et al., 1996; Yu et al., 1996a).
Daher kann die Inkorporation des Proteins nicht, wie bei den Orthoretroviren, {iber ein
Gag-Pol-Fusionsprotein erfolgen. Hieraus ergibt sich die Frage nach dem Mechanismus
der Pol-Inkorporation ins Viruspartikel. Grundsitzlich gidbe es mehrere Moglichkeiten, zu
denen Protein-Protein-Interaktionen zwischen Pol und Gag oder Protein-Nukleinsdure-
Interaktionen von Pol mit der genomischen RNA, die wiederum mit Gag-Proteinen
wechselwirkt, gehoren. Als eine dritte Variante kime noch die Kombination der beiden
vorherigen Moglichkeiten in Frage. Bei Hepadnaviren, bei denen Pol ebenfalls unabhéngig
vom Kapsidprotein exprimiert wird, ist die Anwesenheit von Pol Voraussetzung fiir die
Verpackung von prigenomischer RNA (Bartenschlager et al., 1990). Dies ist jedoch bei
FV nicht der Fall (Baldwin & Linial, 1998).

In Versuchen mit Gag-exprimierenden FV-Vektoren, die keine RNA ins Viruspartikel
inkorporieren, wurde keine Gag-Prozessierung im Partikel beobachtet, obwohl Pol mit
funktionell aktiver Protease koexprimiert wurde (Heinkelein et al., 1998 & 2000a). Dies
1aBt den SchluB zu, dal bei FV die RNA fiir die Funktion von Pol notwendig ist.
Eine mogliche Erkliarung hierfiir wére die Beteiligung der RNA an der Pol-Inkorporation
ins Viruspartikel. Andere Erkldrungen wiren, dafl die RNA wichtig fiir die Funktionalitét
der Protease oder fiir eine ,,spaltbare® Struktur von Gag ist.

Um dies zu untersuchen, wurde mit einem Vektorsystem gearbeitet, das auf Kotransfektion
von vier Plasmiden beruht (Vier-Plasmidsystem; Heinkelein et al., 2002a). Verwendet

wurde jeweils ein Plasmid fiir die Expression von Gag (pClgag2; Heinkelein et al., 2002a),
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Pol (pCpol2; Heinkelein et al., 1998) und Env (pCenvl; Fischer et al., 1998) und ein
viertes zur Transkription eines Vektorgenoms (pMD4; Heinkelein et al., 2002b) (Abb. 13).
Vorteil dieses Systems ist, dal die von den Verpackungskonstrukten (Gag, Pol, Env)
gebildete mRNA nicht in relevanten Mengen ins Viruspartikel inkorporiert wird. Somit
erlaubt das Vier-Plasmidsystem die Modifikation einer der Variablen Gag, Pol oder
Vektor-RNA unabhingig von den anderen beiden.

In den Expressionsplasmiden stehen die offenen Leseraster der PFV-Proteine unter der
Kontrolle des konstitutiv aktiven IE (immediate early gene) Promotor und Enhancer des
humanen Cytomegalievirus (CMV). Das verpackbare Vektorgenom wird von pMD4
transkribiert. Dieses Plasmid enthélt hinter dem CMV Enhancer/Promotor die cis-aktiven
Sequenzen CASI und CASII, die fiir einen effizienten Vektortransfer erforderlich sind
(Heinkelein et al., 1998). AnschlieBend folgt der U3-Promotor des spleen focus forming
virus (SFFV), ein enhanced green fluorescent protein-Gen (eGFP) und die 3 LTR von
PFV, in der die U3-Region bis auf fiir die Infektiositit wichtigen Sequenzen deletiert
wurde (Abb. 13). Zusitzlich wurde das Plasmid pcDNA von Invitrogen als Kontrolle
verwendet; hierbei handelt es sich um den Ausgangsvektor fiir die meisten in dieser Arbeit

verwendeten Konstrukte.

pCpOI2 CMV p0| pA+
Aenv F
ATGHCTG
SA [apol 222,
pClgag2 [SMV[ ¢ gag |
T
SD
pCenvl cMV env | pA+
CASI CASII

pMD4 CMV HUS : SE';V eGFP AU3

Abb. 13: Expressionsplasmide und Vektor

(CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (denv) teilweise deletierter env
Leserahmen; (pA+) Polyadenylierungssignal; (SD) SpleiRdonor; (SA) Spleilakzeptor;
(4pol) teilweise deletierter pol Leserahmen; (CASI/CASII) cis-aktive Sequenz I/11; (SFFV
U3) U3-Region des spleen focus forming virus; (eGFP) enhanced green fluorescent
protein
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Fiir die Analyse des Mechanismus der Pol-Inkorporation ins foamyvirale Partikel wurden
Zellen mit unterschiedlichen Kombinationen der vier Plasmide transfiziert, induziert und
48 h nach Transfektion folgte die Praparation von Zellysaten und Viruspartikeln (sieche
2.3.3.1 & 2.3.4.3). Die zelluldre Expression der eingesetzen Plasmide wurde parallel zur
Proteinanalyse der Partikelpraparationen mittels Western Blot iiberpriift (sieche 2.3.3.3).

Das Ergebnis ist exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 14 dargestellt. Die foamyviralen
Vorlauferproteine konnten in allen Zellysaten der Ansdtze, in denen sie kotransfiziert
wurden, gezeigt werden (Abb. 14: Gag Spuren 2-5; Pol Spuren 4-6). Trotz aktiver
Protease, indiziert durch den Nachweis der RT-Untereinheit, war keine Spaltung von Gag
ohne Kotransfektion von pMD4 zu detektieren (Abb. 14: Spur 4). Die Proteolyse von Pol
war dagegen auch in Transfektionen ohne pClgag?2 gut nachweisbar, jedoch nur schwach

in Transfektionen ohne pMD4 (Abb. 14: Vergleich der Spuren 5 & 6 mit 4).

pClgag2 - + + + + - - + + + + -
pCenvl - - + + + + - - + + + +
pCpol2 - - - 4+ 4+ + - - - + 4+ +
pMD4 e T TR
pcDNA  + + + + - + + + + + - +
Gag
aGag -— e we == — ; :ggémg
L ememes || = “lpi27t
- . .y s ' ) il !
: s _ — e g 5PRRT
ool & et IEn =
prp—p— L o .m
' e - e
. —p40™

1 2 3 45 6 7 8 9 101112

Zellysate Partikel-
praparationen

Abb. 14: Proteinanalyse der Zellysate und Partikelpraparationen

Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikdrper SGG1 und Pol-Proteine
mit den primaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer
Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikdrper aus der Ziege.
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Partikelassoziiertes Pol-Protein konnte nur im Ansatz der Kotransfektion von pCpol2,
pClgag2, pCenvl und pMD4 gezeigt werden (Abb. 14: Spur 11). Fehlte pMD4 und somit
eine verpackbare RNA, war kein partikelassoziiertes Pol nachweisbar (Abb. 14: Spur 10).

Nur bei Kotransfektion von pCenvl lieBen sich der Export von Gag-Partikeln zeigen
(Abb. 14: Vergleich der Spuren 8 mit 9-11) und im Transfektionsansatz ohne pClgag?2
(Abb. 14: Spur 12) war eine Detektion des Pol-Proteins nicht moéglich. Diese Kontrollen
schlieBen eine unspezifische Freisetzung von Proteinen aus. Eine weitere Proteinanalyse
der Partikelprdparationen nach Auftrennung in einem Sucrose-Gradienten bestétigte, dal3

der Pol-Nachweis partikelspezifisch war (Heinkelein et al., 2002b).

Diese Daten zeigen, da3 die Koexpression von viraler RNA essentiell fiir die Funktion der
Protease im viralen Partikel ist und bestitigen, dal es nur bei Verpackung von Virus-RNA

zu einer Inkorporation des Pol-Proteins in das Viruspartikel kommt.

3.2 Untersuchung der fur die Pol-Inkorporation notwendigen

RNA-Sequenzbereiche

Im ersten Teil dieser Arbeit, der Untersuchung des Mechanismus der Inkorporation des
Pol-Proteins ins foamyvirale Partikel, wurde gezeigt, daB} fiir die Inkorporation von Pol die
Verpackung von genomischer RNA essentiell ist (3.1; Heinkelein et al., 2002b). Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Sequenzen auf Ebene der RNA, die
notwendig fiir die Verpackung von Pol ins Partikel sind (PES = Pol encapsidation
sequences). Neben den LTRs und benachbarten Sequenzen, die fiir die reverse
Transkription und die Integration wichtig sind, konnten empirisch zwei cis-aktive
Sequenzen (CASI & 1) identifiziert werden, die ausreichend fiir effizienten Vektortransfer
und damit auch fiir die Partikelbildung und -freisetzung sind (Erlwein et al., 1998;
Heinkelein et al., 1998; 2000a; 2002a; Wu et al., 1998). Weiterhin wurde gezeigt, dal3
allein die cis-aktiven Sequenzen fiir die Verpackung von Virus-RNA ins Partikel geniigen
und bei Kotransfektion von Pol prozessiertes Gag im Partikel nachweisbar war (Heinkelein
et al., 2000a & 2002a). Somit miissen die RNA-Elemente, die fiir die Verpackung von Pol
oder RNA essentiell sind, in CASI und/oder CASII liegen. Zur ndheren Definition der PES
wurden deshalb Deletionen in diese cis-aktiven Sequenzen eingefithrt und die

Proteinzusammensetzung und der RNA-Gehalt von Viruspartikeln analysiert.
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3.2.1 Deletionsanalyse der cis-aktiven Sequenz | (CASI)

Die CASI umfafit ca. 650 nt beginnend mit dem Transskriptionsstart. In dieser Sequenz
sind die R- und die U5-Region, die PBS, der Leader und ca. 200 nt des gag-Leserahmens
enthalten (Heinkelein et al., 1998). Um fiir die Verpackung von Pol essentielle Sequenzen
zu identifizieren, wurden verschiedene Sequenzbereiche der CASI deletiert. AnschlieBend
wurde untersucht, ob der Nachweis des Pol-Proteins in Viruspartikeln, die in Anwesenheit
dieser Deletionskonstrukte gebildet wurden, moglich ist. Um auszuschlieen, daB ein
negativer Pol-Nachweis aus fehlender RNA-Inkorporation resultierte, wurde parallel zu
diesem der RNA-Gehalt der foamyviralen Partikel analysiert.

Als Ausgangskonstrukt fiir die Deletionsmutanten wurde das Plasmid pCgp1/M54 gewihlt.
Dies ist ein Expressionsvektor mit humanen Cytomegalievirus (CMV) Enhancer- und
Promotorsequenzen, denen die Sequenzen der R- und U5-Region, des Leaders, die Gene
gag und pol und anschlielend ein Polyadenylierungssignal folgen (Abb. 15) (Fischer et al.,
1998). Das pol-Startcodon ist zu CTG mutiert und somit nicht funktionell (Enssle et al.,
1996). Das Plasmid enthdlt CASI und CASII und exprimiert eine RNA, die ins
Viruspartikel verpackt wird und ausreichend fiir die Pol-Inkorporation ist. Gleichzeitig

dient es als Expressionsplasmid fiir Gag.

ATGoCTG

R U5
| At
0Cgp1/M54 ow Bl —= = AI_IID
/ \ env

U5 PBS | gag
| | | [
1 195 348 448 647

PKP2 (A194-443) i R gag
pKP3 (A194-343) i R | PBS gag

PKP4 (A318-345) AU5 | PBS gag

pKP5 (A351-366) | R G gag

Abb. 15: Schematische Darstellung der CASI-Deletionskonstrukte

Dargestellt ist der Ausgangsvektor pCgpl/M54 und die darin eingefiihrten Deletionen in
CASI. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart
von PFV. (CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (PBS) Primerbindungsstelle;
(denv) teilweise deletierter env Leserahmen; (pA+) Polyadenylierungssignal
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Die Grofite der analysierten Deletionen umfafit die gesamte Sequenz zwischen der
R-Region und dem Start des gag-Gens (pKP2). In pKP3 ist die U5-Region deletiert, in
pKP4 sind 28 bp direkt 5° der PBS und in pKP5 die PBS deletiert (Abb. 15). Die

Klonierungsstrategien der pKP-Konstrukte sind im Anhang beschrieben.

Eine Analyse der Pol-Verpackung ins Viruspartikel setzt die Expression von Pol und einer
verpackbaren RNA voraus. Dariiber hinaus werden das Strukturprotein Gag und das
Glykoprotein Env fiir die Bildung und Freisetzung von Viruspartikeln bendtigt. Zur
Analyse der Deletionsmutanten wurden 293T Zellen mit Expressionsplasmiden fiir Env
(pCenvl), Pol (pCpol2) und einem der zu untersuchenden Deletionskonstrukte (pKP2-
pKP5) bzw. dem Ausgangsvektor pCgpl/M54 kotransfiziert. Die Transfektionsansitze
wurden nach 24 h mit Natriumbutyrat induziert und die Herstellung von Zellysaten und die
Priiparation von Viruspartikeln aus zellfreiem Uberstand der transfizierten Zellkulturen
erfolgte 48 h nach Transfektion (siche 2.3.3.1 & 2.3.4.3). Die zelluldre Expression von gag
und pol wurde, ebenso wie die Partikelprdparationen, mittels Western Blot (siehe 2.3.3.3)
untersucht und der RNA-Gehalt der Partikel mit Hilfe des RNase Protection Assays (RPA)
(siehe 2.3.5.2) bestimmt.

Der Transfektionsansatz mit pCgpl/M54 diente als Positivkontrolle (PK). Da fiir die
Freisetzung foamyviraler Partikel das Glykoprotein Env erforderlich ist (Baldwin & Linial,
1998; Fischer et al., 1998; Pietschmann et al., 1999), diente ein Transfektionsansatz mit
pCgpl1/M54 in dem pCenvl durch pcDNA ersetzt wurde als Negativkontrolle (NK) fiir die
Analyse der Viruspartikel. Als weitere Kontrolle erfolgte eine Transfektion nur mit
pcDNA, von der ausschlieBlich Zellysate analysiert wurden.

Zur Absicherung der Ergebnisse wurden die Versuche mindestens dreimal unabhéngig
voneinander wiederholt und mit mindestens zwei unabhédngig voneinander hergestellten

Plasmidpréparationen durchgefiihrt.

Das Ergebnis einer Proteinanalyse ist exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 16
dargestellt. Die Analyse der Zellysate diente der Uberpriifung der Expression der viralen
Proteine. Alle pKP-Konstrukte waren in der Lage, Gag zu exprimieren und bildeten das
Strukturprotein in anndhernd gleichen Mengen (Abb. 16A: Spuren 1-6). Die proteolytische
Spaltung von Gag durch die virale Protease war nur in Lysaten von Zellen zu erkennen, die
mit pCgpl/M54 (Abb. 16A: Spuren 1 & 2) oder pKPS5 transfiziert worden waren
(Abb. 16A: Spur 6).
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Die Analyse der Viruspartikel hinsichtlich des Gag-Proteins zeigte ein dhnliches Bild: Nur
bei Transfektion von pCgpl1/M54 oder pKP5 mit pCpol2 und pCenv1 konnte die verkiirzte
Form von Gag nachgewiesen werden (Abb. 16A: Spuren 9 & 13). Das Pol-Protein lie3 sich
ebenfalls nur in Viruspartikeln dieser Transfektionsansitze detektieren, d. h. nur wenn Pol
im Partikel nachweisbar war, kam es zur proteolytischen Spaltung von Gag. Der Vergleich
der Spuren 8 und 9 zeigt, dal ohne Kotransfektion des Env-Expressionsplasmids weder
partikelassoziiertes Gag- noch Pol-Protein detektiert werden konnte. Dies macht deutlich,
daf} keine Freisetzung von Gag oder Pol unabhédngig von der Bildung foamyviraler Partikel

erfolgte, und der Nachweis der Proteine in den Spuren 9-13 (Abb. 16A) partikelspezifisch

war.
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Abb. 16: Analyse der Zellysate und Viruspartikel der CASI-Deletionskonstrukte

(A) Proteinanalyse der Zellysate und Viruspartikel der CASI-Deletionsmutanten
Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikérper SGG1 und Pol-Proteine
mit den primaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer
Antikorper diente in beiden Fallen eMaus HRP konjugierter AntikOrper aus der Ziege.

(B) Analyse des partikularen Virus-RNA-Gehaltes der CASI-Deletionsmutanten

Die PK wurde gleich 100% gesetzt und eine Sondenkontrolle lieferte den Hintergrundwert.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Das Beispiel der RPA stammt aus
dem gleichen Versuch wie der gezeigte Western Blot der Proteinanalyse.
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Um auszuschlieBen, daB mangelnde RNA-Verpackung die Ursache fiir den negativen
Nachweis von Pol in den Partikeln der Konstrukte pKP2, pKP3 und pKP4 war, wurde der
RNA-Gehalt der Viruspartikel analysiert. Hierfiir wurde eine Fraktion des Uberstandes
genutzt, von dem in der Proteinanalyse gezeigt wurde, daf3 er ungeféhr gleiche Mengen an
Protein und demzufolge Viruspartikeln enthilt. Da die Gag-mRNA und die Virus-RNA in
diesem Versuchsaufbau miteinander identisch waren, kann aus der gleichméBigen
Expression von Gag auf die Bildung von gleichen Mengen an Virus-RNA geschlossen
werden. Fiir den RNA-Nachweis wurde eine gag-spezifische Sonde verwendet, deren
Ausgangskonstrukt das mit Xbal linearisierte Plasmid pSPHFV3 (Heinkelein et al., 2002a)
war. Die hiervon transkribierte antisense Sonde ist 349 nt lang und bindet an ein 334 nt
Fragment der genomischen RNA im Bereich des gag-Gens von PFV.

Der Versuch wurde dreimal wiederholt, die Bandenintensitit mit Hilfe des ImageQuant
Programms von Molecular Dynamics quantifiziert und in Microsoft Excel ausgewertet
(Abb. 16B). Die Bandenstirke der PK wurde gleich 100% partikelassoziierter RNA gesetzt
und der RNA-Gehalt der anderen Partikel relativ dazu bestimmt. Ein Kontrollansatz, in
dem keine RNA-Probe, sondern ausschlieflich Sonde eingesetzt wurde, diente der
Uberpriifung des Versuchablaufs und der Bestimmung der Hintergrundwerte.

Wie Abb. 16B zu entnehmen ist, zeigten alle vier Deletionskonstrukte (pKP2-pKP5) und
die PK (pCgpl1/M54) anndhrend gleiche Mengen Virus-RNA im Partikel (Abb. 16B:
Spuren 2 & 5-8). In der NK war keine partikelassoziierte RNA nachweisbar, da ohne das
Glykoprotein keine extrazelluldren Partikel gebildet werden. Dies zeigt, daB es nicht zur
Freisetzung viraler RNA ohne die Bildung von Viruspartikeln kam. Um sicherzustellen,
daB3 die verwendeten RNA-Mengen sich nicht im oberen Sittigungsbereich des RNase
Protection Assays befanden, wurden in jedem Versuch Verdiinnungen der PK eingesetzt.
Diese Verdiinnungen resultierten in einem reduziertem Nachweis von RNA (Abb. 16B:
Spuren 3 & 4) und zeigten dadurch, dal sich Unterschiede in den Mengen eingesetzter

RNA auch in den ermittelten Bandenintensitéten widerspiegelten.

Zusammenfassung der Analyse der CASI

Die Analyse der CASI-Deletionen zeigte, daf3 keine der Deletionen einen Einflu} auf die
RNA-Verpackung in das Viruspartikel hatte. In der Proteinanalyse konnte jedoch nur in
den Prédparationen der Viruspartikel der Transfektionsansitze der PK und mit pKP5

(Deletion der PBS) partikelassoziiertes Pol detektiert werden. Dagegen war im

62



Ergebnisse

Transfektionsansatz mit pKP4, der Deletion von 28 nt direkt 5° der PBS, ebenso wie in den
umfassenderen Deletionen in pKP2 und pKP3, kein partikelassoziiertes Pol-Protein

nachweisbar.

3.2.2 Deletionsanalyse der cis-aktiven Sequenz 11 (CASII)

3.2.2.1 Deletionsanalyse der CASII

3.2.2.1.1 Deletionsanalyse der CASII im Ausgangsvektor pMH66

Verglichen mit der CASI ist die CASII wesentlich ausgedehnter. Empirisch konnten ca.
2 kb im 3° Bereich des pol-Gens als notwendig fiir effizienten FV-Vektortransfer
identifiziert werden (Heinkelein et al., 1998). Um fiir die Pol-Verpackung essentielle
Sequenzen (PES) zu identifizieren, wurden basierend auf ver6ffentlichten Daten
(Heinkelein et al., 1998) unterschiedliche Bereiche der CASII deletiert. Die Daten zeigen,
daB die Deletion eines internen ca. 0,2 kb groen Fragments effizienten Vektortransfer
erlaubt, wiahrend Deletionen des 5° oder des 3’ Bereiches der CASII keinen Vektortransfer
mehr ermdglichen (Heinkelein et al., 1998). Um zu analysieren, ob die fehlende
Inkorporation von Pol oder von RNA die Ursache fiir den mangelnden Vektortransfer ist,
wurden entsprechende Deletionen anhand vorhandener Restriktionsenzymschnittstellen in
das Plasmid pMH66 eingefiihrt. Dieses Ausgangskonstrukt enthdlt einen CMV
Enhancer/Promotor gefolgt von der 5° UTR, gag und pol. AnschlieBend folgen die
Sequenzen eines SFFV U3-Promotors, des Gens des green fluorescent protein (GFP) und
die 3° LTR (Abb. 17). Dieses Plasmid enthdlt CASI und CASII, exprimiert also eine
verpackbare RNA und dient gleichzeitig als Expressionsplasmid fiir Gag. Da das
Startcodon des pol-Gens zu CTG mutiert ist, sollte Pol nicht exprimiert werden.

Ein Konstrukt, in dem die gesamte CASII im Ausgangsvektor pMH66 deletiert ist,
existierte bereits (pMH68) und wurde im folgenden verwendet. Diese Deletion entspricht
einer Deletion der Nukleotide (nt) 3874-5886 der (prd)genomischen RNA von PFV. Weiter
wurde der 5° Bereich der CASII um ca. 800 bp verkiirzt (nt 3872-4664; pKP10), eine ca.
200 bp umfassende interne Deletion (nt 4665-4883; pKP12) und eine ca. 1 kb grof3e
Deletion im 3’ Bereich der CASII (nt 4884-5886; pKP11) in pMH66 eingefiihrt (Abb. 17).
Die Klonierungsstrategien der pKP-Konstrukte sind im Anhang beschrieben. Alle im
folgenden angegebenen Nukleotidzahlen beziehen sich auf die (prd)genomische RNA von

PFV.
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Abb. 17: Schematische Darstellung der CASII-Deletionen im Ausgangsvektor pMHG66

Dargestellt ist der Ausgangsvektor pMH66 und die darin eingefiihrten Deletionen in
CASII. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart
von PFV. (CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (SFFV U3) U3-Region des spleen
focus forming virus; (GFP) green fluorescent protein

Neben dem Strukturprotein Gag und einer verpackbaren Virus-RNA ist die Expression von
Env fiir die Freisetzung von Viruspartikeln und Pol fiir die Analyse der Pol-Inkorporation
in die Partikel essentiell (Baldwin & Linial, 1998; Fischer et al., 1998; Pietschmann et al.,
1999). Daher wurden Expressionsplasmide fiir Env (pCenv1) und Pol (pCpol2) mit einer
der zu analysierenden Deletionsmutanten (pMH68; pKP10-pKP12) bzw. dem
Ausgangsvektor pMH66 in 293T-Zellen kotransfiziert. Die Induktion erfolgte nach 24 h,
weitere 24 h spiter wurden Viruspartikel aus zellfreiem Uberstand pripariert und Zellysate
gewonnen (siehe 2.3.4.3 & 2.3.3.1). Weiterhin wurde zellfreier Uberstand auf HT1080-
Zellen tibertragen und die Transduktionseffizienz der gebildeten Viruspartikel nach drei bis
vier Tagen im FACS gemessen (siche 2.3.4.2). Die Proteinexpression wurde in den
Zellysaten analysiert und untersucht, ob partikelassoziiertes Pol-Protein mittels Western
Blot (siehe 2.3.3.3) nachweisbar war. Parallel dazu wurde der RNA-Gehalt der Partikel mit
Hilfe des RPA (siehe 2.3.5.2) ermittelt, um zu untersuchen, ob die eingefiihrten Deletionen
einen Einflu} auf die Partikelinkorporation der Virus-RNA haben.

Der Transfektionsansatz mit pMH66 diente als Positivkontrolle (PK) und ein Ansatz mit

pMHG66, in dem pCenvl durch pcDNA ersetzt wurde, als Negativkontrolle (NK) fiir die
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Untersuchung der Viruspartikel bzw. des Uberstandes. Zusitzlich erfolgte als weitere
Kontrolle eine Transfektion nur mit pcDNA, von der die Zellysate und der Uberstand
analysiert wurden. Die Versuche wurden mit mindestens zwei voneinander unabhingigen
Plasmidpréparationen durchgefithrt und mindestens dreimal unabhidngig voneinander

wiederholt.

In Abb. 18A ist das Ergebnis der Proteinanalyse exemplarisch fiir einen Versuch
dargestellt. Die Analyse der zelluldren Expression der Proteine Gag und Pol zeigte, dal3
diese gleichmiBig war. Dies machte deutlich, da3 die eingefiihrten Deletionen keinen
EinfluB3 auf die Gag-Expression hatten und da die verpackbare Virus-RNA gleichzeitg die
mRNA von Gag ist, kann ebenfalls auf die Produktion gleicher Mengen Virus-RNA
geschlossen werden. Proteolytische Spaltung von Gag wurde hauptséchlich in den Spuren
1, 2 und 5 beobachtet (Abb. 18A). In diesen Spuren waren ebenfalls die Untereinheiten
von Pol zu detektieren. Es handelte sich hierbei um Zellysate aus Zellen, die mit pMHG66,
pKP10 oder pKP12 und pCpol2 kotransfiziert wurden.

Der Immunoblot der Partikelpraparation mit aGag-Antikorpern zeigte dhnliche Mengen an
exprimierten Gag-Proteinen und somit etwa gleiche Mengen an préparierten
Viruspartikeln. Die NK (Abb. 18A: Spur 8) wies weder Gag- noch Pol-Banden auf. Dies
schlieft eine partikelunspezifische Freisetzung von Pol- und Gag-Proteinen aus den
transfizierten Zellen aus. Das Pol-Protein war in den Partikelprdparationen aus
Transfektionen der PK und pKP12 deutlich und im Ansatz mit pKP10 schwach
nachweisbar (Abb. 18A: Spuren 9, 11, 12).

Neben den Banden des Pol-Vorlduferproteins und seiner Untereinheiten wurden, sowohl
im Western Blot der Zellysate, als auch sehr schwach in dem der Partikelpréparation,
weitere Banden mit den aPol-Antikorpern detektiert (Abb. 18A: Spuren 1, 2, 5 & 12,
gekennzeichnet mit —). Ursache fiir diese zusitzlichen Banden konnte die Nutzung eines
zweiten Startcodons im durch die ATG zu CTG Mutation inaktivierten pol-Leserahmen
des pMH66 Konstruktes sein. Die von diesem zweiten Startcodon aus exprimierten
aberranten Pol-Proteine hétten, bedingt durch die verschiedenen Deletionen,
unterschiedliche Léngen. Dies ist im Immunoblot der Zellysate deutlich zu erkennnen

(Abb. 18A: Vergleich der Spuren 1 & 2 mit 5).
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Abb. 18: Analyse der Zellysate und Viruspartikel der CASII-Deletionen in pMHG66

(A) Proteinanalyse der Zellysate und Viruspartikel der CASII-Deletionen in pMH66
Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikérper SGG1 und Pol-Proteine
mit den priméaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundéarer

Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikdrper aus der Ziege.
(—) aberrante Pol-Proteinbanden

(B) Analyse des partikularen Virus-RNA-Gehaltes der CASI1-Deletionen in pMH66
Die PK wurde gleich 100% gesetzt und eine Sondenkontrolle lieferte den Hintergrundwert.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.

Anschlieffend wurde der RNA-Gehalt der Viruspartikel mittels RPA analysiert, um einen
EinfluB der RNA-Inkorporation auf die Pol-Verpackung auszuschlieen. Hierfiir wurden
Partikel aus zellfreiem Uberstand untersucht, fiir den in der Proteinanalyse gezeigt wurde,
dal} er ungefihr gleiche Mengen an Gag-Protein und demzufolge Viruspartikeln enthilt.

Als Ausgangskonstrukt fiir die RNA-Sonde diente, wie im vorherigen Versuch, das mit
Xbal linearisierte Plasmid pSPHFV3 (siehe 3.2.2). Die Bandenintensititen dreier Versuche
wurden in ImageQuant von Molecular Dynamics quantifiziert und in Microsoft Excel aus-
gewertet. Die Werte der PK wurden gleich 100% gesetzt und die Menge der inkorporierten
Virus-RNA der Proben in Bezug darauf bestimmt. Den Hintergrundwert lieferte ein

Ansatz, in dem nur Sonde eingesetzt wurde. Wie zuvor wurden zwei Verdiinnungen der
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Positivkontrolle eingesetzt, um die Qualitdt der Quantifizierung abschitzen zu kdnnen. Bei
Einsatz von 50% bzw. 20% der PK wurden Bandenintensititen von 59% und 23%
detektiert (Abb 18B: Ansdtze 3 & 4) und zeigten dadurch eine deutliche Korrelation
zwischen eingesetzten RNA-Mengen und ermittelten Bandenintensititen. Die Mengen der
im Viruspartikel inkorporierten RNA aus den Transfektionen mit pKP12 und pKP11 waren
anndhrend gleich und entsprachen denen der PK (Abb. 18B: Ansdtze 7 & 8). Die
Viruspartikel der Konstrukte pMH68 und pKP10 zeigten dagegen eine starke Reduktion
der Menge inkorporierter RNA auf etwa 10% der PK (Abb. 18B: Ansitze 5 & 6).

Um die Infektiositét der in den verschiedenen Transfektionsansitzen gebildeten Partikel zu
tiberpriifen und zu vergleichen, wurden die Transduktionsraten der einzelnen Ansétze im
FACS ermittelt. Nach Transfektion und Induktion erfolgte am dritten Tag der Uberstand-
transfer. Hierfiir wurden 30 ul zellfreier Uberstand der Zellkulturen auf zuvor ausgesite
HT1080-Zellen {ibertragen und drei bis vier Tage danach mittels FACS die
Transduktionseffizienz gemessen (siche 2.3.4.2).

Die Mittelwerte aus drei Versuchen zeigen, daBl die Kotransfektion von pKP12 eine
dhnliche Transduktionseffizienz erreichte wie die PK (Abb. 19: Ansitze 5 & 2), wahrend
pMHG68 und pKP11 keinen infektidsen Uberstand produzierten (Abb. 19: Ansitze 3 & 6).
Dagegen weist der Uberstand des Ansatzes mit pKP10 eine Transduktionseffizienz von ca.
20% auf, dies entspricht ungefdhr einer fiinffachen Reduktion im Vergleich zur PK
(Abb. 19: Ansatz 4).

1: pMH66 + Pol (NK) [0,0%
2: pMH66 + Pol + Env (PK) |, | 94.2%
3: pMH68 + Pol + Env ]0,1%

4: pKP10 + Pol + Env = 21,3%
5: pKP12 + Pol + Env 91,1%

6: pKP11 + Pol + Env ] 0,6%

7: pcDNA [ 0,0%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
eGFP positive Zellen

Abb. 19: Analyse der Transduktionseffizienzen der CASII-Deletionen in pMHG66

Die Graphik zeigt die Mittelwerte des Ubertrags von 30 pl zellfreiem Uberstand aus 3
Versuchen. Dargestellt sind absolute Werte (Anteil GFP positiver Zellen). Die
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler.
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Zusammenfassung der Analyse der CASII-Deletionskonstrukte in pMHG66

Die Analyse des partikuldren Virus-RNA-Gehalts zeigte, dal bei Deletion des 5° Bereichs
der CASII (nt 3872-4664; pMH68 & pKP10) nur deutlich reduzierte Mengen partikel-
assoziierter RNA (etwa 10% der PK) detektiert werden konnten. Deletionen des 3’
(nt 4884-5886; pKP11) bzw. des internen Bereichs (nt 4665-4883; pKP12) der CASII
hatten dagegen keinen oder nur einen geringen Einflufl auf die RNA-Verpackung.

Bei Deletion der gesamten CASII (pMH66) waren nur Spuren von RNA und kein Pol im
Viruspartikel nachweisbar und der Uberstand war erwartungsgemiB nicht infektids. Die
Verkiirzung des 5° Bereichs der CASII um ca. 0,8 kb (pKP10) fiihrte zu stark reduzierter
Detektion von partikelassoziierter RNA. Im Gegensatz zur Gesamtdeletion der CASII
waren fiir dieses Konstrukt jedoch Spuren von Pol im Viruspartikel nachweisbar und der
Uberstand ergab eine Transduktionsrate von ca. 20% der PK. Die etwa 200 nt umfassende
interne Deletion (pKP12) der CASII zeigte dagegen weder einen Einflul auf RNA- oder
Pol-Verpackung noch auf die Transduktionseffizienz der Partikel. Im Fall der Deletion des
3’ Bereichs der CASII konnten trotz ,,wildtypischer RNA-Inkorporation kein partikel-
assoziiertes Pol-Protein und keine infektiosen Partikel nachgewiesen werden.

Sowohl in der Proteinanalyse der Zellysate als auch der Partikelprdparationen wurden
zusitzlich Banden mittels der oPol-Antikorper detektiert. Hierbei handelte es sich
vermutlich um aberrante Pol-Proteine und da diese teilweise auch in den Viruspartikel-
praparationen nachweisbar waren, konnten sie Einfluf3 auf die Pol-Inkorporation haben.
Um diese Moglichkeit auszuschlieen, wurde die gesamte Serie der Deletionen in einen

anderen Vektor iibertragen und dort analysiert (siche 3.2.2.1.2).

3.2.2.1.2 Deletionsanalyse der CASII im Ausgangsvektor pMD9

Der Ausgangsvektor pMH66 enthilt die gesamte pol-Sequenz und von dieser wurden unter
Nutzung eines zweiten Startcodons im pol-Leserahmen verkiirzte pol-Produkte gebildet.
Aus diesem Grund wurden die in 3.2.2.1.1 untersuchten Deletionen (pMH68, pKP10,
pKP12, pKP11) in einen anderen Vektorhintergrund tiberfiihrt (Abb. 20). Als Ausgangs-
vektor diente das Konstrukt pMD9, das dem in 3.1 beschriebenen pMD4 entspricht.
Einziger Unterschied ist eine Mutation des in CASI enthaltenen gag-Startcodon zu CTG,
gefolgt von einem Stopcodon (Abb. 20). Der Ausgangsvektor enthilt, abgesehen von
CASII, keine Sequenzen des pol-Leserahmens und exprimiert daher keine aberranten Pol-

Proteine. Die Klonierungsstrategien der pKP-Konstrukte sind im Anhang beschrieben.
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CASI CASI|
pMD9 cmv [Jus . SE';V eGFP AUS
gag: ATG -CTG , \\
‘:I | | |
3873 46644883 5886
(Swal) (EcoRVYHincll) (ECO4_7|I|\
PKP16 (A3874-5886) — S
3874 5886
pKP17 (A3874-4663) — [
3874 4663 -
pKP18 (A4665-4883) — ]
46654883

pKP19 (A4884-5886) — ! L
4884 5886

Abb. 20: Schematische Darstellung der CASII-Deletionen im Ausgangsvektor pMD9

Dargestellt ist der Ausgangsvektor pMD9 und die darin eingefiihrten Deletionen in CASI|I.
Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart von
PFV. (CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (SFFV U3) U3-Region des spleen

focus forming virus; (eGFP) enhanced green fluorescent protein; (AU3) teilweise
deletierte U3-Region

Da pMD9 nur eine verpackbare RNA exprimiert, wurden zusitzlich zu den Deletions-
konstrukten und der Positivkontrolle (PK) pMD9 Expressionskonstrukte fiir Pol (pCpol2),
Env (pCenvl) und Gag (pClgag2) kotransfiziert. Im Fall der Negativkontrolle (NK) wurde
pCenvl durch pcDNA ersetzt. Ein weiterer Transfektionsansatz enthielt nur pcDNA und
wurde zur Produktion von Zellysaten und Uberstand genutzt. Alle Transfektionsansétze
wurden wie zuvor behandelt und die zelluldre Expression von gag und pol ebenso wie die
Proteinzusammensetzung und der Virus-RNA-Gehalt der Partikel untersucht. Weiterhin
wurde zellfreier Uberstand auf HT1080-Zellen iibertragen und die Transduktions-
effizienzen bestimmt. Die Versuche wurden zur Absicherung der Ergebnisse mindestens

dreimal und mit zwei voneinander unabhiangigen Plasmidpréparationen durchgefiihrt.
Das Ergebnis der Proteinanalyse, exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 21A dargestellt,

entspricht dem der Proteinanalyse der Deletionen im pMH66-Ausgangsvektor. Deutliche

Proteolyse von Gag, sowohl in den Zellysaten als auch in den Partikelpréparationen, war in
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den Transfektionen der PK und pKP18 und wesentlich schwicher mit pKP17 detektierbar
(Abb. 21A: Spuren 2, 4, 5 & 9, 11, 12). Der Nachweis von prozessiertem Gag korreliert
mit der Detektion von partikelassoziiertem Pol: In den Versuchsansidtzen der PK und
pKP18 ist Pol-Protein gut (Abb. 21A: Spuren 9 & 12), in dem von pKP17 nur schwach
nachweisbar (Abb. 21A: Spur 11). In der NK der Partikelprdparationen konnten keine
foamyviralen Proteine detektiert werden. Dies schlieft auch in diesem Versuchsaufbau
eine partikelunspezifische Freisetzung der Proteine aus.

Im Gegensatz zur Proteinanalyse der Deletionen im pMH66-Hintergrund wurden keine
weiteren Banden mit aPol-Antikérpern detektiert. Daher kann eine Stérung der

Partikelmorphogenese durch aberrante Pol-Proteine weitgehend ausgeschlossen werden.

Q/-\ Q,-\ o~
z & z & 2 2K
mNmn o~ LT N0~ 0o c & 5 5
aN=BSE-vi-s - a = BV 22T 9 2E R
5500888558558 S 2 ss8555
Pol + 4+ 4+ + + + + + + 4+ + ++ Pol + 4+ 4+ + 4+ o+ o+ o+
Env -+ + + A+ + -+ 4+ + Eov - + + 4+ + + + +
Gag + + + + 4+ + + + + 4+ + + + G Gag + + + + + + + +
_— e, T D S — — _—‘_-p7
aGa _—— - = L Gag
9 po8 e - -
— — Pol
- - - —pl27
-. 140% T,
oaPol [~= i || = = 8™ | §120% T
B L = . ® L00% 100,0%
~lol. b d g v
-_n. E )
" - [p4o™ = 80% 49.1%
_ : S 60% T
o4
1234567 8910111213 2 40%
Zellysate Partikel- S 20% 10.0%
praparationen

Abb. 21: Analyse der Zellysate und Viruspartikel der CASII Deletionen in pMD9

(A) Proteinanalyse der Zellysate und Viruspartikel der CASI1-Deletionen pMD9
Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikdrper SGG1 und Pol-Proteine
mit den primaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer
Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikdrper aus der Ziege.

(B) Analyse des partikularen Virus-RNA-Gehaltes der CASII-Deletionen in pMD9

Die PK wurde gleich 100% gesetzt und eine Sondenkontrolle lieferte den Hintergrundwert.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Das Beispiel der RPA stammt aus
dem gleichen Versuch wie der gezeigte Western Blot der Proteinanalyse.
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Die Analyse des Virus-RNA-Gehaltes zeigte, da3 die Partikel der Transfektionsansitze
von pKP18 und pKP19 (Abb. 21B: Ansitze 7 & 8) ebenso viel Virus-RNA enthalten wie
die der PK (Abb. 21B: Ansatz 2). Dagegen entsprach der RNA-Gehalt von Viruspartikeln
aus Transfektionen mit pKP16 und pKP17 (Abb. 21B: Ansitze 5 & 6) dem
Hintergrundwert.

Der RPA wurde mit einer 369 nt langen Sonde durchgefiihrt, die 297 nt der Sequenz um
das zu CTG mutierte ehemalige gag-Startcodon bindet. Die Sonde wird von pKP20, das
mit Mfel linearisiert wurde, transkribiert. Die Klonierungsstrategie des pKP20-Konstruktes
ist im Anhang beschrieben. Die Auswertung dreier Versuche erfolgte wie oben (siche
3.2.2.1.1) beschrieben. Die eingesetzten Verdiinnungen resultierten in einem reduzierten
Nachweis von RNA und zeigten, da3 die verwendeten RNA-Mengen nicht im oberen

Séttigungsbereich des RNase Protection Assays lagen.

Weiterhin wurden die Transduktionseffizienzen der in Anwesenheit der Deletions-
konstrukte gebildeten Partikel mit denen der PK verglichen. Die Mittelwerte aus sechs
unabhingigen Versuchen entsprachen denen der Deletionen im pMH66
Plasmidhintergrund (siehe 3.2.2.1.1). Der Transfektionsansatz mit pKP18 zeigte eine der
PK dhnelnde Transduktionseffizienz (Abb. 22: Ansidtze 2 & 5). Fiir die Versuchsansitze
der NK, pKP16, pKP19 und pcDNA war keine Transduktion nachweisbar (Abb. 22:
Ansitze 1,3, 6 & 7) und der Uberstand der Transfektion mit pKP17 wies eine ca. 3,5-fach
reduzierte Transduktionseffizienz im Vergleich zur PK auf (Abb. 22: Ansatz 4).

1: pMD9 + Gag + Pol (NK)
2: pMD9 + Gag + Pol + Env (PK) 51,7%
3: pKP16 + Gag + Pol + Env
4: pKP17 + Gag + Pol + Env
5: pKP18 + Gag + Pol + Env

6: pKP19 + Gag + Pol + Env

7: pcDNA

T
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

eGFP positive Zellen

Abb. 22: Analyse der Transduktionseffizienzen der CASII-Deletionen in pMD9

Die Graphik zeigt die Mittelwerte des Ubertrags von 30 pl zellfreiem Uberstand aus 6
Versuchen. Dargestellt sind absolute Werte (Anteile GFP positiver Zellen). Die
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler.
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Zusammenfassung der Analyse der CASII-Deletionsmutanten in pMD9

Auch diese Versuchsreihe zeigte, dal weder die Deletion der internen 200 nt (pKP18),
noch die der 3’ terminalen 1000 nt (pKP19) der CASII einen EinfluB auf die
RNA-Inkorporation hat. Die interne Deletion wies ebenfalls keinen Effekt auf die
Pol-Inkorporation und die Infektiositdt der Viruspartikel auf, wihrend die Deletion der
3’ terminalen 1 kb trotz RNA-Inkorporation keine Pol-Verpackung und keine infektidsen
Viruspartikel zeigte. Bei Entfernen der gesamten CASII (pKP16) fiihrte dies dazu, dal3
weder RNA noch Pol im Viruspartikel detektiert wurden, auBlerdem wurden keine
infektiosen Partikel gebildet. Bei Deletion des 5° Bereichs der CASII (pKP17) konnte
ebenfalls keine RNA-Verpackung detektiert werden. Im Western Blot dagegen gelang der
Nachweis von sehr wenig partikelassoziiertem Pol und die FACS-Analyse zeigte eine
eindeutige, wenn auch deutlich reduzierte, Infektiositit des Uberstandes.

Die Daten der Proteinanalyse und der Analyse der Transduktionseffizienzen der
Deletionen im pMD9- und pMH66-Ausgangskonstrukt entsprachen einander. Einzig die
Mengen partikelassoziierter RNA der Transfektionsansidtze mit pKP16 und pKP17 bzw.
pMH68 und pKP10 stimmten zwischen den beiden Versuchsanséitzen nicht iiberein.
Wiéhrend bei diesen Deletionen im Ausgangsvektor pMH66 geringe Mengen
partikelassoziierter RNA (etwa 10% der PK) detektierbar waren, war fiir diese Deletionen
im Ausgangsvektor pMD9 keine Virus-RNA im Partikel nachweisbar. Zusétzlich scheinen
die Ergebnisse der Transfektion mit pKP17 der Hypothese zu widersprechen, da3 es ohne
RNA nicht zur Verpackung des Pol-Proteins und somit ebenfalls nicht zur Bildung
infektioser Partikel kommt. Aus diesem Grund wurde der RPA mit einer weiteren Sonde
(pKP21; Klonierungsstrategie: siche Anhang), die das eGFP-Gen detektiert, wiederholt.
Aber auch in diesen Versuchen konnte in Kotransfektionen mit pKP17 keine
partikelassoziierte RNA nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Eine Ursache hierfiir
konnte die Detektionsgrenze des RPAs sein. Einen Hinweis darauf liefert der Vergleich der
eingesetzen Verdiinnungen: So wurde im RPA des pMHG66-Ansatzes fiir die 20%
Verdiinnung ein Wert von 22,6%, im RPA mit pMD9-Hintergrund dagegen nur ein Wert
von 10% ermittelt. Dies deutet darauthin, daf eine Reduktion der Mengen inkorporierter

RNA auf 10% im RPA der pMD9-Konstrukte nicht detektierbar war.
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Fiir die Deletion des Bereichs zwischen den Nukleotiden 4884-5886 der genomischen
RNA (pKP19) konnte gezeigt werden, da3 diese keinen Einflu3 auf die RNA-, wohl aber
auf die Pol-Verpackung hatte. Aus diesem Grund wurde dieser fiir die Pol-Verpackung

essentielle Sequenzbereich (PES,uss4-5336) im folgenden niher untersucht.

3.2.2.2 Deletionsanalyse des 3’ Bereiches der CASII im Ausgangsvektor
pMD9

In den vorhergehenden Versuchen erwies sich ein ca. 1 kb groBler Bereich im 3° Bereich
der CASII (PES;4ss84-5856) als entscheidend fiir die Verpackung von Pol ins Viruspartikel.
Um diesen Bereich einzugrenzen, wurde er anhand vorhandener Restriktions-
enzymschnittstellen weiter unterteilt, verschiedene Bereiche deletiert und die
Partikelinkorporation von Pol und genomischer RNA untersucht. Der Bereich zwischen
den Nukleotiden 3874-4883 wurde dabei im Plasmid belassen, da er fiir effiziente
Transduktionsraten und den Nachweis partikelassoziierter RNA unerldsslich ist (siehe
3.2.2.1.2). Die Deletion des gesamten zu untersuchenden Bereichs zwischen den
Nukleotiden 4884 und 5586 (pKP19) wurde in diesem Versuch aus 3.2.2.1.2 iibernommen
und diente als weitere Kontrolle. Das Plasmid pKP22 enthélt eine 5’ terminale Deletion,
die 230 nt zwischen den Nukleotiden 4884 und 5114 der genomischen RNA umfafit. In
einem weiteren Konstrukt (pKP23) wurden die Nukleotide 5119 bis 5624 deletiert und die
Deletion der Nukleotide 5629-5886 (pKP24) im 3° Bereich der CASII fiihrte zu einer
Verkiirzung der (prd)genomischen RNA um 280 nt (Abb. 23). Die Klonierungsstrategien
der pKP-Konstrukte sind im Anhang beschrieben.

Auch in dieser Serie diente pMD?9 in Kotransfektion mit pCenvl, pClIgag2 und pCpol2 als
Positivkontrolle (PK) und bei Kotransfektion von pcDNA statt pCenvl als
Negativkontrolle (NK). Der Versuchsaufbau und die Durchfiihrung entsprachen den

vorhergehenden Versuchen.
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Abb. 23: Schematische Darstellung der pMD9-Konstrukte mit Deletionen im
3’ Bereich der CASII

Dargestellt ist der Ausgangsvektor pMD9 und die darin eingefiihrten Deletionen in CASII.
Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart von
PFV. (CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (SFFV U3) U3-Region des spleen
focus forming virus; (eGFP) enhanced green fluorescent protein; (AU3) teilweise
deletierte U3-Region

Die Proteinanalyse der Zellysate ist exemplarisch anhand eines Versuchs in Abb. 24A
dargestellt und belegte in allen Ansdtzen, mit Ausnahme der Transfektion mit pcDNA, eine
gleichméafBige Proteinexpression von Gag und Pol. Die Prozessierung der Vorlduferproteine
war in allen Spuren erkennbar (Abb. 24A: Spuren 1-6), war in den Zellysaten der
Transfektionsansidtze mit pMD9 und pKP24 jedoch deutlich ausgeprigter nachweisbar
(Abb. 24A: Spuren 1, 2 & 6).

Die Partikelpraparationen wiesen durch den Nachweis anndhernd gleicher Gag-Mengen
auf dhnliche Mengen an Viruspartikeln hin. Prozessiertes Gag und partikelassoziiertes Pol
waren deutlich in den Transfektionsansdtzen der PK und mit pKP24 (Abb. 24A: Spuren 9
& 13) detektierbar. DaB3 dieser Nachweis des Pol-Proteins partikelspezifisch war, zeigte
der Kontrollansatz ohne pCenv, in dem erwartungsgeméilf eine Freisetzung viraler Proteine

unterblieb (Abb. 24A: Spur 8).
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Abb. 24: Analyse der Zellysate und Viruspartikel der Deletionen im 3’ Bereich der
CASII

(A) Proteinanalyse der Zellysate und Viruspartikel der Deletionen im 3’ Bereich der
CASII

Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikérper SGG1 und Pol-Proteine
mit den priméaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer
Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikdrper aus der Ziege.

(B) Analyse des partikularen Virus-RNA-Gehaltes der Deletionen im 3’ Bereich der
CASII

Die PK wurde gleich 100% gesetzt und eine Sondenkontrolle lieferte den Hintergrundwert.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.

Um einen EinfluB3 der Deletionen auf die RNA-Verpackung auszuschlieBen, erfolgte eine
Analyse des partikuldren RNA-Gehaltes (Abb. 24B). Die Partikel aller Transfektions-
ansétze zeigten, mit Ausnahme der Negativkontrolle, dhnliche Mengen inkorporierter
Virus-RNA. Keine der Deletionen hatte demzufolge einen Einflufl auf die Inkorporation
von Virus-RNA.

Die Durchfiihrung und Auswertung der RPAs entsprachen dem vorherigen Versuch (siche

3.2.2.1.2). Es wurden vier Wiederholungen ausgewertet. Die eingesetzten Verdiinnungen
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der PK resultierten auch in dieser Versuchsreithe in der Detektion reduzierter

RNA-Mengen.

Die Versuchsdurchfiihrung der Analyse der Transduktionseffizienzen entsprach der unter
3.2.2.1.1 beschriebenen. Effizienten Vektortransfer zeigten nur die Transfektionsansétze
der PK und pKP24 (Abb. 25: Ansitze 2 & 6). Die Uberstinde der Transfektionen der NK,
bzw. der Transfektionen mit pKP19, pKP22, pKP23 sowie pcDNA =zeigten keine
Infektiositit (Abb. 25: Ansdtze 1, 3,4, 5 & 7).

1: pMD9 + Gag + Pol (NK)

2: pMD9 + Gag + Pol + Env (PK)
3: pKP19 + Gag + Pol + Env

4: pKP22 + Gag + Pol + Env

5: pKP23 + Gag + Pol + Env

6: pKP24 + Gag + Pol + Env

7: pcDNA | 0,1%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
eGFP positive Zellen

Abb. 25: Analyse der Transduktionseffizienzen der Deletionen des 3’ Bereiches von
CASII

Die Graphik zeigt die Mittelwerte des Ubertrags von 30 pl zellfreiem Uberstand aus 5
Versuchen. Gezeigt sind die absoluten Werte (Anteil eGFP positiver Zellen). Die
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler.

Zusammenfassung der Analyse des 3’ Bereiches von CASII in pMD9

Fehlte die Sequenz zwischen den Nukleotiden 4884 und 5886 (pKP19) der genomischen
RNA, so wurden erwartungsgemif3 Partikel gebildet, in die RNA, aber kein Pol
inkorporiert wurde und die demzufolge nicht infektios waren. Das gleiche Ergebnis wurde
mit den Konstrukten pKP22 und pKP23 beobachtet. Sie enthalten Deletionen, die in einem
Verlust der nt 4884-5114 bzw. nt 5119-5624 resultieren. Dagegen wurden bei Deletion der
3’ terminalen 260 nt (pKP24; nt 5629-5886) der CASII infektidse Partikel gebildet, in
denen sowohl RNA, als auch Pol nachweisbar waren.

Der fiir die Pol-Inkorporation essentielle Bereich (PES) wurde somit auf ca. 750 nt

zwischen den Nukleotiden 4884-5628 (PESyuss4-5628) der genomischen RNA eingegrenzt.
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3.2.2.3 Analyse des 5’ Bereiches der PES,4s54-5628

Da die in 3.2.2.2 definierte PES relativ umfassend ist (ca. 750 nt), wurde sie im folgenden
weiter eingegrenzt. Als Ausgangskonstrukt fiir das Einfiigen weiterer Deletionen in den
5’ Bereich der PES,usgs4-5608 diente pKP24. Dies basiert auf dem pMD9-Vektor und hat
eine Deletion im 3 Bereich der CASII (nt 5629-5886), die keinen Einfluf} auf diePol- oder
RNA-Verpackung hat (sieche 3.2.2.2). Gleichzeitig diente sie neben pMD9 als weitere
Positivkontrolle (PK). Es wurden Deletionen von 100 bp (pKP25), 200 bp (pKP26) und
300 bp (pKP27) in pKP24 eingefiihrt (Abb. 26) und die Partikelinkorporation von Pol und
Virus-RNA untersucht. Parallel dazu erfolgte eine Analyse der Transduktionseffizienz. Die
Klonierungsstrategien der pKP-Konstrukte sind im Anhang beschrieben. Der Versuchs-

aufbau, die Durchfiihrung und die Kontrollen entsprachen den vorhergehenden Versuchen

(siche 3.2.2.1.2 & 3.2.2.2).

CASI CASII

pMD9 [cmv Hu : Sl ecrp AUS
gag: ATG -CTG 48I87 5886
I I 1 |
4883 5114 5624 5886
(Hincll) (Spel) (AflI) (Eco4ZIII)
4883 5629 5886
pKP25 (A4887'4980 jl ...... l :I_
5629-5886) 48874980 5629 5886
pKP26 (A4887-5080 :! ............. l :I_
5629-5886) 4887 5080 5629 5886
PKP27 (A4887-5180 :! .................... !:!F
5629-5886) 4887 5180 5629 5886

Abb. 26: Schematische Darstellung der pMD9-Konstrukte mit Deletionen im 5’
Bereich der PESy4ss84-5628

Dargestellt ist der Ausgangsvektor pMD9 und die darin eingefuhrten Deletionen in CASII.

Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart von

PFV. (CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (SFFV U3) U3-Region des spleen

focus forming virus; (eGFP) enhanced green fluorescent protein; (A4U3) teilweise

deletierte U3-Region
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Die Proteinanalyse mittels Western Blot ist exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 27A
dargestellt. Aus der Abbildung der Zellysate ist ersichtlich, da3 die viralen Proteine in
allen Ansétzen in vergleichbaren Mengen gebildet wurden.

Im Immunoblot der Partikelpridparationen wurden in der NK erwartungsgeméill keine
Gag- oder Pol-spezifischen Banden nachgewiesen (Abb. 27A: Spur 8). Die &hnliche
Intensitdt der partikelspezifischen Gag-Banden in den Spuren 9-13 deutete auf Bildung
gleicher Partikelmengen hin. In starken Belichtungen war in allen Viruspartikeln, mit
Ausnahme der NK und der Kotransfektion mit pKP27, partikelassoziiertes Pol
nachweisbar. Die Bandenintensitéten der Transfektionen mit pKP24 entsprachen denen der
PK, wihrend die Banden des pKP25-Ansatzes schwécher nachweisbar waren (Abb. 27A:
Spuren 9-11). Im Ansatz von pKP26 wurde in einigen der Versuchen kein (Abb. 27A: Spur
12), in anderen nur sehr schwach Pol-Protein detektiert (Daten nicht gezeigt). In den
Transfektions-ansdtzen, in denen deutlich partikelassoziiertes Pol beobachtet werden
konnte, war auch deutlich die prozessierte Variante von Gag nachzuweisen (Abb. 27A:
Spuren 9-11). Eine schwache Gag-Spaltung war ebenfalls in den Partikeln aus

Transfektionen von Zellen mit pKP26 (Abb. 27A: Spur 12) detektierbar.

Anschlieffend erfolgte der RPA zum Vergleich der Mengen der partikuldren Virus-RNA.
Als Ausgangskonstrukt fiir die Sonde diente, wie im vorherigen Versuch, das mit Mfel
linearisierte Plasmid pKP20 (siehe 3.2.2.1.2). Die Bandenintensititen vierer Versuche
wurden in ImageQuant von Molecular Dynamics quantifiziert und in Microsoft Excel
ausgewertet (Abb. 27B). Die Werte des Konstruktes pKP24 wurden gleich 100% gesetzt
und die Mengen inkorporierter RNA in Bezug darauf bestimmt. In 3.2.2.2 wurde gezeigt,
daB die Deletion in pKP24 keinen Einflul auf die RNA-Inkorporation ins Viruspartikel
hat. Den Hintergrundwert der RPA lieferte ein Ansatz, in dem keine Virus-RNA, sondern
ausschlieBlich Sonde eingesetzt wurde.

Wie aus Abb. 27B ersichtlich ist, wurde in allen Ansidtzen partikelassoziierte RNA
detektiert. Dies zeigte, dal keine der Deletionen einen EinfluB auf die

Partikelinkorporation der Virus-RNA hatte.
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Abb. 27: Analyse der Zellysate und Viruspartikel der Deletionen im 5 Bereich der
PESnt4884-5628

(A) Proteinanalyse der Zellysate und Viruspartikel der Deletionen im 5° Bereich der
PESht4gss-5628

Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikdrper SGG1 und Pol-Proteine

mit den primaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer

Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikdrper aus der Ziege.

(B) Analyse des partikularen Virus-RNA-Gehaltes der Deletionen im 5 Bereich der
PESht4884-5628

Die PK wurde gleich 100% gesetzt und eine Sondenkontrolle lieferte den Hintergrundwert.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler. Das Beispiel der RPA stammt aus
dem gleichen Versuch wie der gezeigte Western Blot der Proteinanalyse.

Die im niichsten Schritt durchgefiihrte FACS-Analyse zur Uberpriifung und Vergleich der
Transfektionseffizienzen zeigte erwartungsgemal keine infektiosen Partikel in der NK und
dem Transfektionsansatz mit pcDNA (Abb. 28: Ansdtze 1 & 7). Ebenfalls negativ war der
Ansatz mit pKP27 (Abb. 28: Ansatz 6), wohingegen die Transfektionsansidtze mit pKP24
und pKP25 Transduktionsraten dhnlich der PK zeigten (Abb. 28: Ansitze 2-4). Im
Gegensatz dazu war die Infektiositit des Uberstandes aus der Transfektion mit pKP26

ca. vierfach geringer als die der PK (Abb. 28: Ansatz 5).
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1: pMD9 + Gag + Pol (NK) }0,1%
2: pMD9 + Gag + Pol + Env (PK) 27,7%
3: pKP24 + Gag + Pol + Env —29,9%

4: pKP25 + Gag + Pol + Env

28,8%
5: pKP26 + Gag + Pol + Env
6: pKP27 + Gag + Pol + Env

7: pcDNA

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40%
eGFP positive Zellen

Abb. 28: Analyse der Transduktionseffizienzen der Deletionen im 5’ Bereich der
PESht4ss4-5629

Die Graphik zeigt die Mittelwerte des Ubertrags von 30 pl zellfreiem Uberstand aus 7
Versuchen. Dargestellt sind absolute Werte (Anteil eGFP positiver Zellen). Die
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.

Zusammenfassung der Analyse des 5’ Bereiches der PESnsss-5629

Der Transfektionsansatz mit pKP24 zeigte, wie im vorherigen Versuch, RNA- und Pol-
Inkorporation und anndhrend gleiche Mengen infektioser Partikel wie die PK. Auch im
Transfektionsansatz mit pKP25 lieen sich partikelassoziierte RNA und Pol und
Transduktionsraten entsprechend der PK nachweisen. Die Deletion der 200 nt (pKP26)
dagegen resultierte in deutlich weniger infektiosen Partikeln. In diesem Ansatz war der
Nachweis von partikelassoziiertem Pol stark reduziert, obwohl Virus-RNA verpackt
wurde. Bei Erweiterung der Deletion auf 300 bp (pKP27) wurden keine infektisen
Partikel mehr gebildet und es war kein partikelassoziiertes Pol nachweisbar, trotz der

Inkorporation ,,wildtypischer Mengen von Virus-RNA.

3.2.2.4 Analyse des 3’ Bereiches der PEShusss-s5628

Im 3’ Bereich des pol-Gens und damit im Bereich der PES 345628 liegen vier purinreiche
Sequenzblocke, von denen vermutet wird, dal mindestens einer von ihnen einen internen
PPT (iPPT) darstellen konnte (Heinkelein et al., 1998; Kupiec et al., 1988; Tobaly-Tapiero
et al., 1991). Der urspriinglich beschriebene iPPT entspricht bei einer Nummerierung von
5’ nach 3’ dem vierten (Abb. 29), und interessanterweise konnte 5’ dieses iPPTs eine
Liicke im DNA-Plusstrang von PFV identifiziert werden (Kupiec et al., 1988; Tobaly-
Tapiero et al., 1991). HIV-1 weist ebenfalls eine Liicke im DNA-Plusstrang 5’ eines iPPTs
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im pol-Gen auf. Dieser iPPT dient als zweiter Initiationsort fiir die Plusstrangsynthese und
wird fiir die optimale Virusreplikation benétigt (Charneau et al., 1992). Dies spricht fiir
eine dhnliche Nutzung des vierten iPPTs in PFV.

Um einen mdglichen Einflufl des vierten iPPTs auf die Pol-Inkorporation in foamyvirale
Viruspartikel zu analysieren, wurde beim Einfiigen von Deletionen im 3’ Bereich der
PES 8845628 die erste so gewahlt, dall der vierte potentielle iPPT erhalten blieb, wihrend
er in den anderen drei Deletionsmutanten fehlt (Abb. 29). Im Konstrukt pKP28 ist der
vierte iPPT erhalten, und die Deletion umfalit die Nukleotide 5582-5886 auf Ebene der
genomischen RNA. Diese Deletion ist nur 48 nt grof3er als die des Konstruktes pKP24 aus
3.2.2.2. Durch Entfernen weiterer 28 nt wurde der vierte iPPT deletiert und das Konstrukt
pKP29 kloniert. Diese Deletion umfalt die Nukleotide 5554-5886. In den beiden
folgenden Konstrukten pKP30 und pKP31 wurden weitere 100 bzw. 200 nt deletiert und
neben dem vierten iPPT auch der dritte iPPT entfernt (Abb. 29). Die Klonierungsstrategien
der pKP-Konstrukte sind im Anhang beschrieben. Der Versuchsaufbau, die Durchfiihrung

und die Kontrollen entsprachen den vorhergehenden Versuchen.

| CASI CASII
pMD9 cMv HU I 11 S'l:JZV eGFP AU3
o ATO T
gag: ATG »CTG 4887 5886
PT 12 3 4 N
11 | |
I I1 |
4883 5553 5581 5886
(Hincll) (Mscl) (Stul) (Eco471Il)
pKP28(A5882_5886) II I I: .................... I_
5582 5886
5554 5886
pKP30(A5451_5886) II : .............................. I_
5451 5886
pKP31 (A5351-5886) o =
5351 5886

Abb. 29: Schematische Darstellung der pMD9-Konstrukte mit Deletionen im 3’
Bereich der PESy4s84-5628

Dargestellt ist der Ausgangsvektor pMD9 und die darin eingefiihrten Deletionen in CASII.
Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart von
PFV. (CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (iPPT) interne Polypurintrakte 1-4;
(SFFV U3) U3-Region des spleen focus forming virus; (eGFP) enhanced green fluorescent
protein; (AU3) teilweise deletierte U3-Region
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Das Ergebnis der Proteinanalyse ist exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 30A
dargestellt. Der Immunoblot der Zellysate zeigte eine gleichmiflige Expression der
Gag- und Pol-Proteine. AuBlerdem war in allen Spuren - mit Ausnahme der NK - die
Prozessierung von Gag und die Reverse Transkriptase-Untereinheit von Pol nachweisbar.

Unspezifische Freisetzung von Gag- und Pol-Proteinen konnte in der Analyse der
Partikelpriaparationen nicht nachgewiesen werden (Abb. 30A: Spur 8), und der Nachweis
des Gag-Proteins deutete auf dhnliche Mengen an Partikeln hin. Die prozessierte Form von

Gag ist ebenso wie das Pol-Vorlduferprotein und seine Untereinheiten in allen Ansdtzen

mit Ausnahme der NK nachweisbar.

QA QA o~
2 & _2& v 2 ¥ ¥
— — (- =
BANREEZBBEREER TR
=i-gvivivRvi-B-N-Nviviivi SS9 ss85E8
o o n A o o o o
Pol + + + A+ + Pol + + + + 4+ + 4+ o+
Env -+t +F+ 4+ + -+ + + ++ Env - + + + + + + +
Gag + + + + 4+ + 4+ + + + + + + G 4 4+ 4+ 4+ o4 o+ o+ 4
- p71Gag 8
—— . - - - a
aGag - g - - ---------p686g - B o
— — ] Pol
.””. ' pl27 200% -
¥ 4 0 1314% T
. ; B e B |-p 8 5TRRT fiig; T 127,8%
0Pol |e = b m Om 115,5%
.- - - S140% =
- . S 0,
e ‘Eiig; 100,0%
- ()
_.-- —-— ---ﬂ_p4OIN %800/0 —
60% _
1234567 8910111213 2 400/0
© (g
Zellysate Partikel- € 500 — 930
préaparationen 0% -
1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 30: Analyse der Zellysate und Viruspartikel der Deletionen im 3’ Bereich der
PESht4ss4-5628

(A) Proteinanalyse der Zellysate und Viruspartikel der Deletionen im 3’ Bereich der
PESht4884-5628

Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikérper SGG1 und Pol-Proteine

mit den primaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer

Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikorper aus der Ziege.

(B) Analyse des partikuldren Virus-RNA-Gehaltes der Deletionen im 3’ Bereich der
PESht4gss-5628

Die PK wurde gleich 100% gesetzt und eine Sondenkontrolle lieferte den Hintergrundwert.
Die Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler.
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Die Analyse des partikulairen RNA-Gehaltes mittels RPA entsprach in Durchfiihrung und
Auswertung einschlieBlich Sonde und Kontrollen dem Versuch 3.2.2.1.2. Es wurden vier
Wiederholungen ausgewertet. Die eingesetzten Verdiinnungen der PK resultierten auch in
dieser Versuchsreihe in der Detektion reduzierter RNA-Mengen.

Ein Nachweis von partikuldrer RNA lie3 sich mit Ausnahme der Negativkontrolle fiir alle
Konstrukte fiihren (Abb. 30B). Trotz gréBerer Schwankungen als in den bisherigen
Versuchen, deutet die Quantifizierung des RPA auf etwa gleiche Mengen inkorporierter

RNA in den Partikeln aller Konstrukte hin.

Um die Transduktionseffizienzen der Deletionen im 3° Bereich der PES,usss-5625 Zu
analysieren, wurde entsprechend den vorherigen Versuchen eine FACS-Analyse
durchgefiihrt. Diese zeigte, da3 die Transduktionsrate vom Transfektionsansatz mit pKP28
etwas niedriger als die der PK war, wihrend die von pKP29, pKP30 und pKP31 weniger
als die Hélfte der infektiosen Partikel der PK aufwiesen. Hierbei schienen sich die Werte

von pKP29, pKP30 und pKP31 ungefihr zu entsprechen (Abb. 31).

1: pMD9 + Gag + Pol (NK) 0,1%

2: pMD9 + Gag + Pol + Env (PK)

1 48,5%
3: pKP28 + Gag + Pol + Env 35,3%

4: pKP29 + Gag + Pol + Env

5: pKP30 + Gag + Pol + Env

6: pKP31 + Gag + Pol + Env

7: pcDNA 10,1%

T T
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%
eGFP positive Zellen

Abb. 31: Analyse der Transduktionseffizienzen der Deletionen im 3’ Bereich der
PESnt4884-5628

Die Graphik zeigt die Mittelwerte des Ubertrags von 30 pl zellfreiem Uberstand aus 5
Versuchen. Dargestellt sind absolute Werte (Anteil eGFP positiver Zellen). Die
Fehlerbalken repréasentieren den Standardfehler.

Zusammenfassung der Analyse des 3’ Bereiches der PESnsss-5628
In allen Transfektionsansédtzen der Deletionskonstrukte wurde Partikelinkorporation von
RNA und Pol nachgewiesen. Die Mengen der verpackten RNA schienen hierbei gleich zu

sein. Eine quantitative Aussage iiber die Mengen inkorporierten Pol-Proteins ist nicht
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moglich, es ist aber in allen Transfektionsansdtzen deutlich partikelassoziiertes Pol
nachweisbar.

Die Infektiositit von Transfektionsansatz pKP28 war etwas niedriger als die der PK. Die
Transfektionsansétze mit pKP29, pKP30 und pKP31 produzierten dagegen, verglichen mit
der PK, weniger als die Hilfte infektidser Partikel. Demzufolge zeigten die Deletionen, die
den vierten iPPT nicht mehr enthalten, bei gut nachweisbarer RNA- und Pol-Inkorporation
eine eingeschriankte Infektiositit in der FACS-Analyse. Hierbei hat eine ausgedehnte
Deletion, die den dritten i1PPT einschliefit, keine weitere Reduktion der

Transduktionseffizienzen zur Folge.

3.3 Untersuchung der Voraussetzungen auf Proteinebene fir

die Inkorporation des Foamyvirus Pol-Proteins

3.3.1 Analyse der Verpackung der Pol-Untereinheiten in
foamyvirale Partikel

Das foamyvirale pol-Gen wird, anders als in Orthoretroviren, unabhingig von Gag
exprimiert, gleicht aber im Aufbau dem der Orthoretroviren. Die Reihenfolge der Enzyme
beginnt 5’ mit der Protease, gefolgt von der Reversen Transkriptase, einschlieBlich der
RNaseH-Aktivitdt und endet 3’ mit der Integrase. Im Gegensatz zu den Orthoretroviren
wird das Pol-Vorlduferprotein nur in zwei statt in drei oder vier Untereinheiten prozessiert:
Die Protease-Reverse Transkriptase/RNaseH-Untereinheit (RT) und die Integrase-
Untereinheit (IN) (Kogel et al., 1995; Lochelt & Fliigel, 1996; Netzer et al., 1993).

In dieser Arbeit konnte dargelegt werden, dal3 die Inkorporation von Virus-RNA essentiell
fiir die Verpackung des Pol-Proteins ins Viruspartikel ist (siche 3.1). Ebenfalls konnte
gezeigt werden, daB3 fiir die Pol-Inkorporation ins virale Partikel spezifische Sequenz-
abschnitte auf RNA-Ebene noétig sind (siehe 3.2). Diese Daten lassen die Vermutung einer
direkten Interaktion zwischen Pol-Protein und Virus-RNA zu.

Daraus wiederum ergeben sich verschiedene Fragen, z. B.: Binden beide Untereinheiten
unabhingig voneinander an die RNA oder wird das Vorlduferprotein fiir die Inkorporation
ins Viruspartikel benotigt?

Um dies nédher zu untersuchen, wurde mit dem zuvor beschriebenen Vier-Plasmidsystem

(3.1; Heinkelein et al., 2002a) gearbeitet, in dem Expressionsplasmide fiir Gag, Pol, Env
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und eine verpackbare RNA kotransfiziert wurden. Hierbei wurde das Pol-Plasmid gegen
Expressionsplasmide fiir die Untereinheiten (RT & IN) des Pol-Proteins ausgetauscht.

Die Expressionsplasmide fiir die Protease-Reverse Transkriptase-Untereinheit und die
Integrase (pcRT2, pcINI; Imrich et al., 2000) basieren auf dem Plasmid pCpol2. Das
Plasmid pcRT2 enthilt ein Stopcodon an der Schnittstelle der viralen Protease zwischen
der RT- und der IN-Untereinheit (nach Pfrepper et al., 1998). In pcIN1 wurde der Lese-
rahmen der Integrase an das pol-ATG fusioniert (Abb. 32). Beide Expressionsplasmide
exprimieren Proteine der erwarteten Grofe und diese werden von monoklonalen Anti-
korper gegen die entsprechende Untereinheit erkannt (Imrich et al., 2000). Alle weiteren

verwendeten Plasmide wurden bereits in 3.2 beschrieben (Abb. 13 & Abb. 20).

pCpol2 CMV|_JPR] RTRN_ | IN_ | pA+
TAA/TGA
v
PCRT2 CMV[__JPR| RT/RN | PA+
ATG
v
pcIN1 CMV IN PA+

Abb. 32: Expressionsplasmide des Pol-Vorlauferproteins und seiner Untereinheiten

(CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (PR) Protease; (RT/RN) Reverse
Transkriptse/RNaseH; (IN) Integrase; (pA+) Polyadenylierungssignal

Jedes der Pol-Expressionsplasmide (pCpol2, pcRT2, pcIN1) wurde mit pClgag2, pCenvl
und pMD9 kotransfiziert, wobei der Ansatz mit pCpol2 als Positivkontrolle diente. Fiir
jedes pol-Konstrukt wurden weiterhin Transfektionsansétze durchgefiihrt, in denen pCenvl
oder pMD9 durch pcDNA ausgetauscht wurde. Diese dienten als Negativkontrollen fiir die
Partikelbildung und die Spezifitit des Pol-Nachweises. Zusitzlich erfolgte eine
Transfektion nur mit pcDNA, von der Zellysate, nicht aber Partikel, analysiert wurden.
Einen Tag nach Transfektion erfolgte die Induktion mit Natriumbutyrat und weitere 24 h
spater die Prdparation von Zellysaten und Partikeln. AnschlieBend wurde die zelluldre
Expression von Gag und Pol bzw. der Pol-Untereinheiten mittels Western Blot kontrolliert.
Die préiparierten Viruspartikel wurden ebenfalls im Western Blot beziliglich der
Inkorporation des Pol-Proteins bzw. der Untereinheiten analysiert.

Die Versuche wurden mindestens dreimal unabhédngig voneinander und mit zwei

unabhingig voneinander hergestellten Plasmidpraparationen durchgefiihrt.
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Das Ergebnis der Proteinanalyse ist exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 33 dargestellt.
Die Analyse der Zellysate zeigte eine gleichmiflige Expression von Gag. Auch das Pol-
Vorlauferprotein (Abb. 33: Spuren 1-3), bzw. die einzelnen Untereinheiten (Abb. 33: RT
Spuren 4-6; IN Spuren 7-9; in Kombination Spuren 10-12) waren in den entsprechenden
Zellysaten gut nachweisbar. Proteolytische Spaltung von Gag war jedoch nur bei
Kotransfektion von pCpol2, pClgag2 und pMD?9 zu beobachten (Abb. 33: Spuren 1 & 3).

In der Partikelpriaparation zeigten nur Zellen, die mit Expressionsplasmiden fiir wild-
typisches Pol, Gag und Env zusammen mit pMD9 transfiziert wurden, partikelassoziiertes
Pol-Protein (Abb. 33: Spur 16). Auch die Spaltung von Gag war nur in Partikeln dieses
Transfektionsansatzes zu beobachten. Bei Austausch von pCpol2 durch ein oder beide
Expressionsplasmide der Pol-Untereinheiten, lieBen sich keine Untereinheiten im Virus-
partikel detektieren. Auch war bei Transfektionen mit dem Expressionsplasmid pcRT2,
das fiir die Protease-Reverse Transkriptase Untereinheit codiert, keine Spaltung von Gag

nachweisbar. Erwartungsgemil3 unterblieb bei den Kontrollansdtzen ohne pCenvl eine

Freisetzung viraler Proteine aus der Zelle.

— — - — -

Z Z Z Zz Z2 Z

© O © © © o

Q a a Q 2 a

N NN +++<(NNN oo s

SoobLELEESIIEERZ o808 REgdZEEE

Q QL oQyprxuriLfListrxoroen 2PRLrYr ¥xr x £ £ £ ¥ ¥ x

OO0 o o ooo oo oo o OO0 o o o oo ©o o o o

[ N< i< S - N < T = Ml < Ml < i o i o M > Wi = M o M = SR = M = M < M o M o S Sl < M o M o S < M o %

Gag + +++++++++++- + ++ + 4+ 4+ +++ + + +

RNA + - 4+ + - 4+ +- + 4+ - + - 4+ - + + - + + - + + - +

Env - + + - + + - + + - + + - - + 4+ - + - + + - + +
- — ——— —-— -—-—'137168g
ang =- — e — = —— - — -p68(}ag
—— — Fp127%

aPol

— — - - =5 = — _p85RT
——— - - - Fp40™

1234567 8 910111213 14151617 18 19 20 21 22232425

Zellysate Partikelpraparation

Abb. 33: Proteinanalyse der Verpackung der Pol-Untereinheiten ins Viruspartikel

Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikérper SGG1 und Pol-Proteine
mit den primaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer
Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikorper aus der Ziege.
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Die Analyse der Verpackung der Pol-Untereinheiten zeigte, dal weder die Protease-
Reverse Transkriptase- noch die Integrase-Untereinheit ins foamyvirale Partikel verpackt
wird. Auch bei Koexpression beider Untereinheiten des Pol-Proteins konnte keine der

Untereinheiten im Viruspartikel nachgewiesen werden.

3.3.2 Analyse der Notwendigkeit enzymatischer Aktivitdt der
Enzyme des Pol-Vorlauferproteins fur die Pol-Inkorporation

Um zu untersuchen, ob die enzymatischen Aktivititen der Pol-Proteine essentiell fiir die
Verpackung des Pol-Vorlduferproteins sind, wurden Expressionsplasmide mit Mutationen
in den aktiven Zentren der Enzyme konstruiert (Abb. 34) und im Vier-Plasmidsystem
analysiert.

Als Ausgangskonstrukt fiir die Aktivitditsmutanten diente pCpol2. In dieses Konstrukt

wurden folgende Mutationen {ibertragen:

Bezeichnung Mutation Ort der Mutation
Mé61 DSG—DAG Aktives Zentrum der Protease
M69 YVDD—>GAAA Aktives Zentrum der Reversen
Transkriptase
M73 DDs;sE—>DAjsE Aktives Zentrum der Integrase
MS3 YVDD—->GAAA Doppelmutation der aktiven Zentren von
DD;sE—DAssE Reverser Transkriptase und Integrase

Durch die eingefiihrten Mutationen sind die jeweiligen Enzyme nicht mehr funktionell
(PR: Jorg Enssle; RT: Moebes et al., 1997.; IN: Enssle et al., 1999). Die Klonierungs-

strategien der pCpol2-Mutationskonstrukte sind im Anhang beschrieben.

Die verschiedenen Konstrukte wurden mit pClgag2, pCenvl und pMD9 kotransfiziert,
nach 24 h induziert, weitere 24 h spidter erfolgte die Prdparation von Partikeln und
Zellysaten und deren Proteinanalyse mittels Western Blot.

Als Positivkontrolle diente pCpol2 in Kotransfektion mit pClgag2, pCenvl und pMD?9.
Drei weitere Ansédtze mit pCpol2, in denen jeweils eines der Plasmide gegen pcDNA

ausgetauscht wurde, dienten der Uberpriifung der Partikelbildung und Proteinfreisetzung.
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Als weitere Negativkontrolle wurde jede Mutante mit pcDNA statt mit pMD?9 transfiziert.
Zusitzlich erfolgte eine Transfektion mit pcDNA, von der nur Zellysate analysiert wurden.
Die Versuche wurden mindestens dreimal unabhingig und mit zwei unabhingig

voneinander hergestellten Plasmidpréparationen durchgefiihrt.

pCpol2 CMVL_JPR [ RT [N ] PA+
pCpolziMel  [cMV_pRIT RT [N PA+
pCpol2/M69  |CMV|__IPR [ RT{ [N ] PA+
pCpol2/M73  [CMV_JPR [ RT T PA+
pCpoi2M83  [cMVL_pRT RTL T Nl | DA+

Abb. 34: Uberblick tiber die verschiedenen Pol-Expressionsplasmide mit Mutationen
in den aktiven Zentren der Enzyme

(CMV) Cytomegalievirus Promotor/Enhancer; (PR) Protease; (RT/RN) Reverse

Transkriptse/RNaseH; (IN) Integrase; (pA+) Polyadenylierungssignal; (¥) markiert die
inaktivierten Enzyme

Das Ergebnis der Proteinanalyse ist exemplarisch fiir einen Versuch in Abb. 35 dargestellt.
Ein Nachweis der gleichméBigen Expression der Gag- und Pol-Proteine lie sich in allen
Féllen, in denen Gag und Pol kotransfiziert wurden, fithren. Prozessierung von Gag war
nur zu beobachten, wenn pMD9 und eines der pCpol2-Konstrukte kotransfiziert wurden.
Eine Ausnahme war erwartungsgemall die Kotransfektion mit pCpol/M61, da es sich
hierbei um das Konstrukt mit inaktivierter Protease handelte.

In der Analyse der Partikelprdparation war, bei Kotransfektion von pCenvl, pClgag2 und
pMD9 mit einem der Pol-Expressionskonstrukte, in allen Partikeln gespaltenes Gag und
partikelassoziiertes Pol nachweisbar. Auch hier bildete die Transfektion mit pCpol2/M61
eine Ausnahme. In diesem Ansatz waren erwartungsgemafl weder Gag-Spaltung noch Pol-
Untereinheiten nachweisbar, das Pol-Vorlduferprotein konnte jedoch gut in den

Viruspartikeln gezeigt werden.
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Abb. 35: Proteinanalyse der Pol-Verpackung von Mutationen in aktiven Zentren der
Enzyme

Gag-Proteine wurden mit dem primaren monoklonalen Antikérper SGG1 und Pol-Proteine
mit den priméaren monoklonalen Antikdrpern 15E10 und 3E11 detektiert. Als sekundarer
Antikorper diente in beiden Fallen aMaus HRP konjugierter Antikdrper aus der Ziege.

Die Analyse der enzymatischen Aktivititen des Pol-Proteins beziiglich der Pol-
Inkorporation ins foamyvirale Partikel zeigte, dal3 keine der eingefiihrten Mutationen einen
EinfluB auf die Pol-Verpackung hatte. Die Aktivitit der einzelnen Enzyme des

Pol-Proteins ist demzufolge nicht essentiell fiir die Inkorporation des Proteins ins

foamyvirale Partikel.
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4 Diskussion

Foamyviren weisen, verglichen mit den Orthoretroviren, zahlreiche Besonderheiten in
threr Genomorganisation, der Proteinexpression und des Replikationszykluses auf (siche
1.2). Einer dieser Unterschiede ist die Expression des Pol-Proteins: Orthoretroviren
exprimieren Pol iiber ein Gag-Pol-Fusionsprotein (Hayman, 1978; Jamjoom et al., 1977;
Oppermann et al., 1977). Je nach Genus wird diese Kopplung der Proteinexpression durch
Stopcodonsuppression oder Leserasterverschiebung durch den zelluldren Translations-
komplex verursacht und fiihrt zu einem reguliertem Mengenverhiltnis von
Strukturproteinen zu Enzymen von etwa 10-20:1 (Hayman, 1978; Jamjoom et al., 1977,
Oppermann et al., 1977). Weiterhin gewahrleistet das Fusionsprotein die Verpackung des
Pol-Proteins in das entstehende Kapsid. Die aktive orthoretrovirale Protease ist ein Dimer
(Vogt, 1997b) und erst im Kapsid ist die Konzentration von Fusionsproteinen hoch genug
fiir eine Dimerisierung des Enzyms. Anschlieend prozessiert die Protease autokatalytisch
ihre Freisetzung aus dem Fusionsprotein und spaltet im weiteren Verlauf des
Replikationszykluses die Gag- und Pol-Vorlduferproteine (Swanstrom & Wills, 1997).
Eine Uberexpression des Fusionsproteins fiihrt zu einer frithzeitigen Aktivierung der
Protease und damit auch zur vorzeitigen Prozessierung der viralen Proteine (Karacostas et
al., 1993; Park & Morrow, 1991; Weaver et al., 1990). Die Expression von Pol als Gag-
Pol-Fusionsprotein in Orthoretroviren hat also auch den Effekt, dafl eine Aktivierung der
enzymatischen Aktivititen der Pol-Proteine vor dem Einbau in das virale Partikel
verhindert wird (Linial, 1999; Swanstrom & Wills, 1997).

Im Gegensatz zum Mechanismus der Orthoretroviren exprimieren alle charakterisierten
Foamyviren das Pol-Protein von einer eigenen gespleilten mRNA (Bodem et al., 1996;
Enssle et al., 1996; Holzschu et al., 1998; Jordan et al., 1996; Lecellier et al., 2002; Lochelt
& Fligel, 1996; Yu et al, 1996). Dieser von der Gag-Expression unabhidngige

Mechanismus fiithrt zu zwei primiren Fragen:
1.) Wie wird in Foamyviren das Verhiltnis von Strukturproteinen zu Enzymen

reguliert?

2.) Wie wird das Pol-Protein in das Viruspartikel inkorporiert?
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Die erste Frage wurde hier nicht néher untersucht, es ist aber seit kurzem bekannt, da3 das
Verhéltnis von foamyviralen Gag- zu Pol-Proteinen, dhnlich dem der Orthoretroviren, bei
ungefdhr 10-16:1 liegt (Cartellieri et al., 2005a). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
zweiten Frage, nach dem Mechanismus der Partikelinkorporation des Pol-Proteins,

nachgegangen.

4.1 Untersuchung des Mechanismus der Pol-Inkorporation in

foamyvirale Partikel

Der Replikationszyklus der Foamyviren &hnelt in vielen Punkten eher dem der
Hepadnaviren als dem der Orthoretroviren (Linial, 1999 & 2003; Rethwilm, 2003). Unter
anderem exprimieren auch die Hepadnaviren ihr revers transkribierendes Enzym
(P-Protein) unabhingig von ihrem Strukturprotein (Core-Protein) (Chang et al., 1989;
Roychoudhury & Shih, 1990; Schlicht et al., 1989). In dieser Virusfamilie fiihren
spezifische Interaktionen zwischen dem P-Protein und der prigenomischen RNA zu einer
Koinkorporation der beiden Komponenten ins Partikel. Gleichzeitig 16st wahrscheinlich
diese Bindung den Partikelzusammenbau aus und gewdhrleistet so die Bildung von
Kapsiden, die prigenomische RNA und das P-Protein enthalten (Bartenschlager et al.,
1990; Bartenschlager & Schaller, 1992; Hirsch et al., 1990). Diese Regulation der
Partikelmorphogenese trifft jedoch auf Foamyviren nicht zu, da hier die RNA-
Inkorporation unabhédngig vom Pol-Protein iiber Nukleinsdurebindungsmotive in Gag
erfolgt (Baldwin & Linial, 1998; Stenbak & Linial, 2004; Yu et al., 1996). Fiir die
Inkorporation des Pol-Proteins in foamyvirale Partikel verbleiben somit folgende
Moglichkeiten:

1.) Direkte Wechselwirkungen zwischen den Pol- und Gag-Proteinen.

2.) Bindung des Pol-Proteins an die prigenomische RNA und Verpackung von Pol

iiber die Partikelinkorporation der RNA.

3.) Eine Kombination der Méglichkeiten eins und zwei.

Einen ersten Hinweis darauf, dal Virus-RNA fiir die Funktionalitit und/oder die
Partikelinkorporation von Pol notwendig sein konnte, lieferten Versuche mit Gag-
exprimierenden Vektoren, die keine RNA ins Viruspartikel inkorporieren. In diesen Féllen

konnte keine Spaltung von partikelassoziiertem Gag beobachtet werden, trotz der
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Koexpression des Pol-Proteins mit funktionell aktiver Protease (Heinkelein et al., 1998
& 2000a).

Erst die voneinander unabhédngige Expression der einzelnen Viruskomponenten Gag, Pol,
Env und verpackbarer RNA (Vier-Plasmidsystem, Heinkelein et al., 2002a) ermdglichte
eine ndhere Untersuchung dieser Frage. Hierbei ist entscheidend, dafl die Modifikation
oder das Fortlassen einer der Komponenten keinen Einflul auf die Bildung der anderen
hat. Somit war es moglich, die Abhéngigkeiten zwischen den einzelnen Viruskomponenten
wihrend der Partikelmorphogenese zu analysieren.

Eine Untersuchung der zelluldren Proteinexpression zeigte, da3 es trotz aktiver Protease
nicht zur Spaltung von Gag kam, wenn keine verpackbare RNA im Transfektionsansatz
vorhanden war (Abb. 14: Spur 4). Die proteolytische Spaltung von zelluldrem Pol in seine
Untereinheiten war dagegen unabhingig von der Expression von Gag (Abb. 14: Vergleich
der Spuren 5 & 6). Die Analyse von extra-zelluldren Partikeln zeigte, daBl nur bei
Kotransfektion von Pol, Gag, Env und RNA partikelassoziiertes Pol-Protein nachweisbar
war (Abb. 14: Spur 11). Ohne verpackbare RNA konnte kein Pol-Protein im Viruspartikel
und demzufolge auch keine Prozessierung von partikelassoziiertem Gag-Protein
beobachtet werden (Abb. 14: Spur 10).

Diese Ergebnisse schlieBen die Mdoglichkeit einer Partikelinkorporation des Pol-Proteins
allein iiber Wechselwirkungen mit Gag aus und weisen auf eine Interaktion von Pol mit der
RNA hin. Sie zeigen, dafl die Inkorporation von viraler RNA Voraussetzung fiir die
Verpackung von Pol in foamyvirale Partikel ist. Ein mogliches Modell fiir die
Pol-Verpackung wire demnach die Bindung von Pol an die RNA und eine dadurch
vermittelte Inkorporation ins Viruspartikel. Das ohne verpackbare RNA auch in Zellysaten
trotz aktiver Protease keine Gag-Prozessierung beobachtet werden konnte, verweist

ebenfalls auf die virale RNA als Bindeglied zwischen Gag und Pol (Abb. 14: Spur 4).

In Hepadnaviren werden zellulire Komponenten wie z. B. das Hitzeschockprotein 90 fiir
die Bildung eines Komplexes aus P-Protein und pragenomischer RNA bendtigt (Hu et al.,
1997; Hu & Seeger, 1996). Vorstellbar wire dies auch fiir Foamyviren. Ob es sich bei der
Interaktion zwischen foamyviralem Pol und viraler RNA um eine direkte Bindung handelt
oder ob andere virale oder zellulire Proteine beteiligt sind, kann jedoch aus den
vorliegenden Daten nicht geschlossen werden. Eine Theorie wére, da3 eine Kombination
von Pol-RNA-Interaktionen und Gag-Pol-Wechselwirkungen fiir die Partikelinkorporation

des Pol-Proteins notwendig ist. Wechselwirkungen zwischen Pol und Gag wurden in dieser
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Studie nicht untersucht und konnen nicht ausgeschlossen werden. In fritheren Studien zur
Rolle der GR-Boxen im C-Terminus des Gag-Proteins wurde berichtet, dal die erste und
zweite GR-Box wichtig fiir effiziente Pol-Verpackung sind (Baldwin & Linial, 1999;
Stenbak & Linial, 2004). Allerdings wurde in beiden Studien durch die eingefiihrten
Mutationen in Gag die zelluldre Expression von Pol stark herabgesetzt und/oder die RNA-
Inkorporation gestort. Daher kann aus diesen Ergebnissen nicht auf eine fiir die

Pol-Verpackung wichtige Gag-Pol-Interaktion geschlossen werden.

Es ist bemerkenswert, dal die Prozessierung von zellulirem Pol in Abwesenheit von
verpackbarer RNA deutlich schwicher als in deren Anwesenheit war (Abb. 14: Vergleich
der Spuren 4, 5 & 6). Die foamyvirale Protease ist ebenso wie die orthoretroviralen als
Dimer aktiv (Pfrepper et al., 1998). Moglicherweise fiihrt die Interaktion von Pol und
viraler RNA dazu, dal3 eine kritische Proteasekonzentration iiberschritten und so die
Dimerisierung des Enzyms erleichtert wird. Auf diese Weise wiirde auch in Foamyviren
eine frithzeitige Aktivierung der Protease und somit eine vorzeitige Prozessierung des
Pol-Proteins unterbunden werden. Die Ursache fiir die dennoch beobachtete schwache
Proteaseaktivitit konnte die Expression der einzelnen Viruskomponenten im
Vier-Plasmidsystem sein. Es ist anzunehmen, daB auch in Foamyviren das
Expressionsverhéltnis von Gag und Pol reguliert wird. So fiihren z. B. Manipulationen am
Startcodon von gag zu einer verstarkten Expression von Pol (Baldwin & Linial, 1999) und
Mutationen im 3’ Bereich des gag-Gens zu einer verminderten Pol-Expression (Stenbak &
Linial, 2004). Die getrennte Expression der einzelnen Viruskomponenten im Vier-
Plasmidsystem verhindert diese Regulierung. AuBlerdem fiihrt die Expression der Proteine
unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven CMV-Promotors sehr wahrscheinlich zu einer

Uberexpression.

Weiterere Untersuchungen beziiglich moglicher Gag-Pol-Wechselwirkungen sind, ebenso
wie der Nachweis einer direkten Bindung von Pol an die genomische RNA, bzw. der
Beteiligung anderer zelluldrer oder viraler Proteine, notwendig um den Mechanismus der

Verpackung des Pol-Proteins ins foamyvirale Partikel vollstindig zu kléren.
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4.2 Untersuchung der fur die Pol-Inkorporation notwendigen

RNA-Sequenzbereiche

In Foamyviren wurden empirisch zwei cis-aktive Sequenzen (CASI und II) identifiziert,
die fiir einen effizienten Vektortransfer notwendig sind (Erlwein et al., 1998; Heinkelein et
al. 1998 & 2000a; Wu et al 1998). Die CASI umfaflt ca. 650 nt, beginnt mit dem
Transkriptionsstart und endet im gag-Leserahmen (nt 1-647). Die CASII ist mit 2 kb
wesentlich groBer und liegt im 3’ Bereich des pol-Gens (nt 3873-5886) (Heinkelein et al.,
1998). Da eine RNA, die diese beiden Sequenzbereiche enthilt, bei Kotransfektion von
foamyviralen Gag, Pol und Env in die gebildeten Partikel verpackt wird und die
Inkorporation von Pol vermittelt (siehe 3.1; Heinkelein et al., 2002b), miissen die fiir die
Pol-Inkorporation essenticlle Sequenzen (pol encapsidation sequences = PES) in CASI
und/oder CASII liegen.

4.2.1 Analyse der cis-aktiven Sequenz | (CASI)

In einer fritheren Studie wurde der Einflu der 5> UTR auf die Verpackung der viralen
RNA in das Viruspartikel untersucht. Heinkelein et al., 2000a konnten darin zeigen,
daf Deletionen im Bereich zwischen der R-Region und dem Startcodon von gag keinen
EinfluB auf die RNA-Verpackung haben. Aullerdem konnte eine kurze Sequenz in der
U5-Region identifiziert werden, die fiir die Spaltung des Gag-Proteins erforderlich ist.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Deletionsanalyse der CASI bestitigte, dal3
die Deletionen zwischen der R-Region und dem gag-Startcodon (pKP2-pKPS5) keinen
EinfluBl auf die Inkorporation der viralen RNA in das Viruspartikel haben (Abb. 16B).
AulBlerdem konnte gezeigt werden, dal gleiches fiir eine Deletion der PBS gilt (A351-366
in pKP5; Abb. 16B). Weiterhin erwies sich, dal} bei Deletion einer 28 nt lange Sequenz in
der U5-Region der verpackbaren RNA (A318-348 in pKP4) kein partikelassoziiertes
Pol-Protein detektiert werden konnte und demzufolge auch keine Spaltung des Gag-
Proteins beobachtet wurde (Abb. 16A: Spur 12). Diese 28 Nukleotide sind also essentiell
fiir die Pol-Verpackung ins Viruspartikel und stellen somit eine PES (PES;315.345) dar.
Interessanterweise ist die benachbarte PBS (nt 351-366) nicht essentiell fiir die Partikel-
inkorporation des Pol-Proteins (Abb. 16A: Spur 13). Dies wurde bereits in fritheren
Studien gezeigt (Baldwin und Linial, 1999) und in diesen Versuchen bestitigt.

94



Diskussion

Diese Daten zeigen auch, dal nicht RNA-Inkorporation per se fiir die Verpackung des
Pol-Proteins in das virale Partikel ausreichend ist, sondern, daf3 eine spezifische Interaktion
zwischen Pol und der viralen RNA stattfindet und dafiir bestimmte Sequenzen in der RNA
benotigt werden. Diese sind in den Deletionskonstrukten pKP2-pKP4 entweder nicht
vorhanden oder nicht zugénglich.

Da die 5’ Region des FV-Genoms eine hoch geordnete Struktur besitzt (Mergia et al.,
1992; Park & Mergia, 2000), kann nicht ausgeschlossen werden, dal die Deletion der
PES.318-345 €lne Andemng der sekunddren RNA-Struktur zur Folge hat. Eine Analyse der
Sekundérstruktur der CASI zeigt zwei auffillige Strukturelemente (Abb. 36: I & II). Die
Haarnadelschleife I ist verhdltnismiBig kurz, wohingegen die Haarnadelschleife II einen
auffillig langen Stamm mit mehreren internen Schleifen aufweist. Beide Strukturelemente
bleiben auch bei Deletion der PBS (A351-366 in pKP5) erhalten (Abb. 36 A-C). Sie gehen
jedoch bei Deletion der PES,315.345 (in pKP4) und auch in der umfassenderen Deletion der
US5-Region (A194-343 in pKP3) verloren (Abb. 36 D & E). Gleiches gilt fiir die Deletionen
der, mit Ausnahme der R-Region, gesamten 5° UTR (A194-443 in pKP2) (Daten nicht
gezeigt). Dies weist darauf hin, dafl Teile einer oder beider Haarnadelschleifenstrukturen
die Interaktionsdomine fiir die Wechselwirkungen mit dem Pol-Protein darstellen. Bei der
PES, 318345 wiirde es sich demnach nicht um eine direkte Bindungsstelle von Pol handeln.
Der Grofiteil der von Proteinen erkannten und gebundenen RNA-Strukturen ist
einzelstrangig und hoch strukturiert. Es handelt sich hierbei hdufig um Haarnadelschleifen,
aber es werden auch interne Schleifen oder Ausbuchtungen gebunden (Varani, 1996).
Weiterhin gibt es auch Proteine, die doppelstringige RNA oder nicht-sequenzspezifisch
einzelstrangige RNA binden (Varani, 1996). Ohne weitere Analysen ist daher keine
Aussage dariiber moglich, welches der gefundenen Strukturelemente mit dem Pol-Protein
interagieren konnte. Durch die Einfilhrung von Punktmutationen, die gezielt einzelne
Strukturelemente zerstoren, konnte ermittelt werden, welche RNA-Elemente fiir die

Pol-Inkorporation ins virale Partikel notwendig sind.
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Abb. 36: RNA-Sekundarstrukturen von Deletionen in CASI

Die RNA-Strukturen wurden mit Hilfe des mfold-Programms (http://www.bioinfo.rpi.edu/
applications/mfold/old/rna) ermittelt (siehe 2.3.5.3). Dargestellt sind jeweils die Strukturen
mit der grolten freien Energie. (A) Struktur der gesamten CASI; (B) Auschnitt aus (A); (1),
(I1) RNA-Strukturelemente, die mit zunehmender Deletion verloren gehen; (C), (D) und (E)
sind die (B) entsprechenden Ausschnitte aus den Sekundarstrukturen der CASI von pKP5,
pKP4 und pKP3.
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4.2.2 Analyse der cis-aktiven Sequenz Il (CASII)

In den bisherigen Arbeiten zur CASII von PFV sind die Angaben zu deren Grofe
widerspriichlich. Einerseits wird eine relativ ausgedehnte CASII von ungefdhr 2 kb in der
3’ Region des pol-Gens definiert (Heinkelein et al., 1998; Trobridge et al., 2002),
andererseits eine nur ca. 700 nt umfassende CASII fiir effizienten Vektortransfer als
ausreichend befunden (nt 4861-5540; Erlwein et al., 1998). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen beruhen auf der von Heinkelein et al., 1998 definierten
CASII zwischen den Nukleotiden 3873-5886. Fiir eine Deletion der gesamten CASII
wurde eine Reduktion des RNA-Gehaltes im Virion um 80% publiziert, wobei keine
infektioser Partikel mehr gebildet wurden (Heinkelein et al., 1998).

In dieser Arbeit erwies sich der 3’ Bereich zwischen den Nukleotiden 4884-5886 (pKP11
& pKP19: A4884-5886) als essentiell fiir die Pol-Verpackung (Abb. 18A & 21A:
Spuren 13), ohne einen Einflul auf den RNA-Gehalt der Viruspartikel zu haben (Abb. 18B
& 21B: Ansétze 8). Diese Daten deuten darauf hin, dal der Bereich direkt an der
Interaktion zwischen Pol und Virus-RNA beteiligt ist und es sich um eine PES handelt
(PESn4ss84-5886)-

Die Deletion des 5° Bereiches der CASII (pKP10: A3872-4664; pKP17: A3874-4663)
hingegen resultierte in einer deutlichen Reduktion partikelassoziierter RNA, teilweise bis
unter die Nachweisgrenze (Abb. 18B & 21B: Ansitze 6). In der Proteinanalyse war der
Nachweis von partikelassoziiertem Pol-Protein und Gag-Spaltung nur in Spuren mdglich
(Abb. 18A & 21A: Spuren 11). AuBerdem zeigte die FACS-Analyse geringe Mengen
infektioser Partikel. Die von den Deletionsmutanten im 5° Bereich der CASII erhaltenen
Ergebnisse legen nahe, dal nur minimale, teilweise mit der verwendeten Methode nicht
detektierbare Mengen Virus-RNA ins Partikel inkorporiert werden und diese eine geringe
Pol-Verpackung vermitteln, die wiederum zu einer schwachen Gag-Prozessierung und
letztendlich zur Bildung weniger infektioser Partikel fiihrt. Die verminderte Pol-
Verpackung dieser Deletionsmutanten wire somit eine Folge des verminderten
RNA-Gehaltes dieser Partikel und kann im Rahmen dieser Experimente nicht auf die

Deletion einer PES in diesem Bereich zuriickgefiihrt werden.
Die Ursache der Reduktion von detektierbaren partikelassoziierten RNA-Mengen in diesen

Experimenten ist nicht bekannt und bedarf weiterer Untersuchungen. Eine Ursache konnte

die Entfernung eines RNA-Verpackungssignals sein. Soweit bekannt, befinden sich die
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Verpackungssignale von Retroviren im 5’ Bereich des Genoms (Banks et al., 1997;
Berkowitz et al., 1996), fiir Foamyviren konnte jedoch bisher kein RNA-
Verpackungssignal identifiziert werden. Stattdessen wurde gezeigt, dal Deletionen der
U5-Region, der PBS und der Leader-Region keinen Effekt auf die RNA-Inkorporation in
Viruspartikel haben (Heinkelein et al., 2000a). Es ist aber unwahrscheinlich, dafl ein
einzelnes Verpackungssignal im 5 Bereich der CASII liegt, da es in diesem Fall nicht zu
einer Differenzierung zwischen (prd)genomischer RNA und der mRNA von Pol kidme.
AuBerdem spricht die Tatsache, dal bei Deletion des 3’ Bereiches der CASII
(nt 3874-4663) teilweise Spuren partikelassoziierter RNA nachweisbar waren, bzw.
infektiose Partikel gebildet wurden, gegen die Theorie eines einzelnen Verpackungssignals
in diesem Bereich. Einige der Verpackungssequenzen der Orthoretroviren sind trotz
intensiver Untersuchungen komplex und schwer zu definieren (Banks et al., 1997). Das
Verpackungssignal von HIV-1 scheint z. B. aus mehreren Elementen im 5° Bereich des
Virusgenoms zu bestehen, die in additiver Weise wirken (Berkowitz et al., 1996).
Moglicherweise handelt es sich bei dem Verpackungssignal der Foamyviren ebenfalls um
ein mehrteiliges additiv wirkendes Element. Weitere fiir die Verpackung der
(prd)genomischen Virus-RNA notwendige Sequenzen konnten fiir die beobachtete
minimale RNA-Verpackung bei Deletion der nt 3874-4663 verantwortlich sein. AuBlerdem
konnten weitere Verpackungsequenzen eine Differenzierung zwischen genomischer und
Pol-mRNA ermoglichen.

Eine andere Erkldrung fiir die Reduktion des RNA-Gehaltes der Viruspartikel konnte die
Bildung instabiler Virus-RNA, die vor einer Interaktion mit Gag und Pol zum groflem Teil
abgebaut wird, sein. In diesem Fall wire es moglich, dal durch die Deletion der nt 3872-
4664 ein RNA stabilisierendes Element entfernt wurde und die gebildetete Virus-RNA
ohne dieses Element im Zytoplasma schnell abgebaut wird. Ein Beispiel fiir ein solches
Element ist ein 263 nt groles RNA-Fragment in HIV-1, das stromabwérts des RRE liegt
und die virale RNA in Gegenwart von Rev zu stabilisieren scheint (Suptawiwat
et al., 2003).

Ebenfalls moglich wire, daf3 die Deletion in der CASII einen negativen Einflufl auf den
Export der Virus-RNA aus dem Zellkern hat und somit ein Grofteil der viralen RNA im
Nukleus verbleibt. So besitzen wahrscheinlich alle einfachen Retroviren sogenannte
konstitutive Transportelemente (CTEs), die den Transport von nicht vollstindig gespleilter
Virus-RNA aus dem Kern regulieren (Banks et al., 1997). Das CTE des MPMV z. B. liegt

im 3’ Bereich des Genoms zwischen env und der U3-Region (Bray et al., 1994). Eine
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Deletion dieses Elementes fiihrt dazu, daB keine ungespleifiten viralen RNAs im
Zytoplasma nachweisbar sind und demzufolge keine Replikation mehr stattfindet (Ernst et
al., 1997). Gegen diese beiden Theorien sprechen die Ergebnisse des Versuchansatzes im
pMH66-Hintergrund (3.2.2.1.1). Hier dienen die Konstrukte sowohl als Expressions-
vektoren fiir Gag, als auch als Ausgangsvektoren fiir die Transkription einer verpackbaren
RNA. Bei Deletion des 5’ Bereiches der CASII (A3872-4664 in pKP10) wurde keine
Reduktion der Expression des Gag-Proteins beobachtet (Abb. 18A: Spur 4), dies deutet auf
die Produktion wildtypischer Mengen an Vektor-RNA hin, die ins Cytoplasma
transportiert werden und dort ausreichend stabil fiir die Expression von Gag sind.

Ein erster moglicher Ansatz zur Kldrung der Ursache des reduzierten RNA-Gehaltes in
Viruspartikeln bei Deletion des 5’ Bereiches der CASII, wire eine vergleichende

quantitative Analyse zytoplasmatischer und nukleédrer Virus-RNA.

Diese Daten fithren zu einem Modell, in dem die CASII in zwei Elemente mit
unterschiedlichen Funktionen geteilt werden kann. Die 5° Region der CASII hat
entscheidenden EinfluB3 auf den RNA-Gehalt des Viruspartikels, wihrend die 3° Region
ohne Einflul auf den RNA-Gehalt, aber entscheidend fiir die Pol-Inkorporation ins
Viruspartikel ist und somit als PES;uss4-5836 bezeichnet werden kann. Zwischen diesen
Elementen liegt eine kurze Sequenz fiir die keine cis-aktive Funktion nachweisbar war.
Letzteres stimmt mit fritheren Daten iiberein, die zeigen, dafl diese ca. 200 internen
Nukleotide nicht fiir einen effizienten Vektortransfer benétigt werden (Heinkelein
et al., 1998). Dieses Modell erkldrt auch die beobachteten Ergebnisse, daB3 bei einer
Deletion der gesamten CASII eine Reduktion der RNA-Inkorporation auf ca. 20% und
keine infektiosen Partikel nachgewiesen werden konnten (Heinkelein et al., 1998). Die
Reduktion des RNA-Gehaltes der Partikel beruht auf der Deletion des 5° Bereiches der
CASII. Da ebenfalls die PES,uss4.s336 deletiert wurde, konnte kein Pol inkorporiert und
somit keine infektiosen Partikel gebildet werden. Eine zweigeteilte Natur der CASII
konnte auch die Diskrepanz zwischen den GroBen der bisher definierten cis-aktiven
Sequenzen im pol-Gen erkldren. Die von Erlwein et al., 1998 ermittelte CASII stimmt
ungefahr mit der PES,s34.583¢ liberein. Dies deutet darauf hin, daf3 die, durch die Deletion
der nt 3874-4663 verursachte, verringerte RNA-Inkorporation und damit verbundene
Reduktion der Bildung infektidser Viruspartikel entweder durch den Versuchsaufbau nicht

detektiert oder als nicht wesentlich angesehen wurde.
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Die identifizierte PES konnte in einem weiteren Versuch zunichst auf 720 nt (nt 4884-
5628) verkiirzt werden (siche 3.2.2.2). Beim Versuch, die 5° Grenze dieser PES s84-5628
niaher zu definieren, konnte fiir die 5° terminalen 100 nt keine cis-aktive Funktion
nachgewiesen werden (pKP25: A4887-4980) (sieche 3.2.2.3). Wurden dagegen
umfangreichere Mutationen (pKP22, pKP26, pKP27), die iiber das Nukleotid 4980
hinausgehen analysiert, so wurde eine zunehmende Reduktion der Gag-Prozessierung, der
Pol-Inkorporation in das virale Partikel und der Transduktionsrate der gebildeten
Viruspartikel beobachtet (Abb. 24A, 25, 27A & 28). Dabei zeigte keine der eingefiihrten
Deletionen einen Einflul auf den RNA-Gehalt der Viruspartikel.

Die Analyse des 3’ Bereiches der CASII zeigte, dafl ein fiir die Pol-Inkorporation
essentieller Sequenzbereich ab dem Nukleotid 4980 beginnt, dessen schrittweise
zunehmende Deletion in pKP22, pKP26 und pKP27 letztendlich zum kompletten Verlust
von Gag-Prozessierung, Pol-Verpackung und Infektiositédt in pKP27 fiihrt.

Bei einer Analyse der sekundiren RNA-Strukturen der PES,usss-s628 zeigen sich drei
verschiedene Strukturelemente (Abb. 37: I, II & III). Alle drei Strukturen bleiben bei
Deletion der 5’ terminalen 100 nt (A4887-4980 in pKP25) erhalten. Bei Ausdehnung der
Deletion auf 200 nt (A4887-5080 in pKP26) wird zundchst ein auffillig langer
doppelstrangiger Paarungsbereich mit sieben internen Schleifen deutlich verkiirzt (Abb 25:
Vergleich B & C, Struktur I). Bei Deletion der Nukleotide 4884-5115 (in pKP22) ist dieser
Paarungsbereich, ebenso wie das Strukturelement II, komplett verschwunden und bei einer
weiteren Ausdehnung der Deletion auf die Nukleotide 4884-5180 (in pKP27) gehen alle
drei Strukturelemente verloren. Da in Transfektionsansédtzen mit pKP26 sowohl geringe
Mengen infektioser Partikel, als auch eine geringe Gag-Prozessierung, Pol-Inkorporation
jedoch nur vereinzelt beobachtet werden konnte, fiihrt dies zu einem Modell, in dem der
auffallend lange Paarungsbereich der RNA einschlielich der sieben Schleifen an der Pol-
Inkorporation beteiligt ist und zu der Annahme, dafl eine Verkiirzung dieses Bereiches zu
verminderter oder schwicherer Pol-Bindung fiihrt.

Ohne eine weitere Analyse der RNA-Sekundérstrukturen, z. B. iiber die Einflihrung von
Punktmutationen, die gezielt einzelne Strukturelemente zerstoren, ist jedoch keine Aussage
dariber moglich, welches der Strukturelemente die Pol-Verpackung ins foamyvirale

Partikel vermittelt.
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A Wildtyp

Abb. 37: RNA-Sekundarstrukturen verschiedener Deletionen in CASII

Die RNA-Strukturen wurden mit Hilfe des mfold-Programms (http://www.bioinfo.rpi.edu/
applications/mfold/old/rna) ermittelt (siehe 2.3.5.3). Dargestellt sind jeweils die Strukturen
mit der groften freien Energie. (A) Struktur der PES;ss4-5628 mit Rahmen um den Bereich,
der in den Auschnitten (B), (C) und (D) fur die Nukleotide 4980-5628 (in pKP25), 5080-
5628 (in pKP26) und 5115-5628 (in pKP22) dargestellt ist. (1), (1), (I1l) RNA-
Strukturelemente, die mit zunehmenden Deletionen verloren gehen.

101



Diskussion

Der 3’ Bereich der PES;s84-5628 enthélt vier interne Polypurintrakte (Abb. 38), von denen
einer moglicherweise als zweiter Initiationsort der Plusstrangsynthese dient. Friithere
Analysen der CASII zeigten, dal eine Deletion des vierten iPPT Gentransduktion gestattet
(Erlwein et al., 1998; Heinkelein et al., 1998; Kupiec et al., 1988; Tobaly-Tapiero et al.,
1991). Allerdings fiihrt diese Deletion auch zu einer Reduktion der Transduktionseffizienz
auf ca. 50% (Heinkelein et al., 1998). Aus diesem Grund wurde zur Analyse des
3’ Bereiches der PES,s84-5628 Zundchst der gesamte Bereich 3° der iPPTs (pKP28: A5582-
5886) und in einer zweiten Deletion der vierte iPPT entfernt (pKP29: A5553-5886). In
einer dritten und vierten Deletion wurden weitere Sequenzen des 3’ Bereiches der CASII

und damit auch der dritte iPPT entfernt (Abb. 29 & Abb. 38).

CASI CASII
pMD9 R~ b I 11 S'EJEV eGFP AUS

. | i
gag: ATG »CTG 4884 5628
-7 !
.-~ iPPT 12 3 4!
PESntagsa-5628 1 1 :
I
4884 || ‘s628

5553 5581

Abb. 38: Schematische Darstellung der PESyss4-5628 Und der darin enthaltenen iPPT

Dargestellt ist der Vektor pMD9 und die PESyussa-s628. Die angegebenen Zahlen beziehen
sich auf die Nukleotide nach Transkriptionsstart von PFV. (CMV) Cytomegalievirus
Promotor/Enhancer; (iPPT) interne Polypurintrakte 1-4; (SFFV U3) U3-Region des
spleen focus forming virus; (eGFP) enhanced green fluorescent protein; (4U3) teilweise
deletierte U3-Region

Alle untersuchten 3’ terminalen Deletionen der PESusga.s62¢ inkorporierten Pol in
signifikanten Mengen (Abb. 30A). Die FACS-Analyse zeigte allerdings, entsprechend den
veroffentlichten Daten, eine auf die Hélfte reduzierte Transduktionseffizienz fiir alle
Konstrukte ohne den vierten iPPT (Abb. 31). Eine Ausdehnung der Deletion auf den
dritten iPPT (in pKP30 und pKP31), dagegen hatte keinen weiteren Einflul auf die
Infektiositit. Diese Versuchsreihe legt nahe, dafl die in diesem Bereich liegenden iPPT
einen EinfluB auf die Infektiositit haben. Der urspriinglich beschriebene vierte iPPT
(Kupiec et al., 1988; Topaly-Tapiero et al., 1991) scheint dabei die wesentliche Struktur zu
sein. In dem Bereich der nt 5351-5628 konnten keine Sequenzen gefunden werden, die

einen wesentlichen EinfluB auf die Pol-Inkorporation ins virale Partikel zeigen. Daher
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erlaubt diese Versuchsreihe die Eingrenzung der fiir die Pol-Verpackung essentiellen
Sequenz (PESuss4-5628) 3’ terminal um ca. 280 nt auf die Nukleotide 4884-5351.
Die Strukturanalyse der RNA zeigt, dal alle drei zuvor identifizierten Sekundér-

strukturelemente in allen Konstrukten enthalten bleiben (Daten nicht gezeigt).

Es gibt Hinweise auf ein konstitutives RNA-Transport-Element in der CASII (Wodrich
et al.,, 2001). Der 3’ Bereich der CASII ist scheinbar orientierungsspezifisch fahig, die
nukledre Restriktion von HIV RNAs aufzuheben (Wodrich et al., 2001). Eine Deletion im
3’ Bereich der CASII (pKP11) ergab in den durchgefiihrten Versuchen jedoch weder einen
EinfluB auf den Virus-RNA-Gehalt viraler Partikel (Abb. 18B: Ansatz 8), noch auf die
Gag-Expression von zytoplasmatischer genomischer RNA (Abb. 18A: Spur 11). Da die
Transkription, der RNA-Transport ins Zytoplasma wund die Gag-Expression
Voraussetzungen fiir die RNA-Verpackung sind, sprechen diese Ergebnisse gegen die

Existenz eines fiir Foamyviren essentiellen RNA-Transport-Elements in diesem Bereich.

Aufgrund theoretischer Uberlegungen wurde bisher davon ausgegangen, daB, dhnlich den
Hepadnaviren, nur wenige Pol-Molekiile im foamyviralem Partikel vorhanden sind
(Bartenschlager et al., 1992; Bottcher et al., 1997; Boyer et al., 2004; Conway et al., 1997;
Rinke et al., 2002). Ein Hinweis darauf wird in der Tatsache gesehen, daB3 die Reverse
Transkriptase/RNaseH von PFV in vitro deutlich aktiver als die von HIV-1 ist (Boyer et
al., 2004; Rinke et al., 2002). Kiirzlich wurden jedoch Daten publiziert, die ein Gag/Pol-
Verhéltnis dhnlich dem von Orthoretroviren nahelegen (Cartellieri et al., 2005a). In jener
Studie wurde das relative Verhiltnis von Gag- zu Pol-Proteinen ermittelt aber nicht die
absolute Anzahl der Pol-Molekiile im Viruspartikel bestimmt. Legt man jedoch Zahlen von
2000-5000 Gag-Molekiilen pro orthoviralem Virion auch fiir Foamyviren zugrunde,
wiirden PFV-Virionen etwa 100-300 Pol-Proteine enthalten (Benjamin et al., 2005; Briggs
et al.,, 2003 & 2004; Parker et al., 2001). Eine Inkorporation solcher Mengen an Pol-
Proteinen ist durch eine einfache Bindung an die PES kaum denkbar. Es ist aber
vorstellbar, dal mehrere Pol-Molekiile an die ermittelten Strukturelemente in der RNA
binden. Mdoglicherweise kommt es auch durch Protein-Protein-Interaktionen zur Bildung
groBerer Komplexe. Ein Beispiel hierfiir wéire das Rev-Protein von HIV-1. Rev bindet an
die RNA des RRE-Elementes und anschlielend folgt eine Multimerisierung des Proteins
vermittelt durch Protein-Protein- und Protein-RNA-Interaktionen (Iwai et al., 1992; Malim

& Cullen, 1990 & 1991; Malim et al., 1990; McDonald et al., 1992). Ein dhnliches Modell
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konnte erkldren, warum es bei Deletion der nt 4887-5080 (in pKP26) und einer damit
verbundenen Verkiirzung der charakteristischen doppelstrangigen RNA-Struktur in CASII
(Abb. 25: Vergleich der Struktur I in A und C) zu einer deutlich verringerten
Partikelinkorporation des Pol-Proteins kommt. Auch ein EinfluB von Gag-Pol-
Interaktionen oder einer Kombination von Pol-Pol- und Gag-Pol-Interaktionen kann nicht
ausgeschlossen werden.

Cartellieri et al., 2005a haben das Verhiltnis von Gag zu Pol mit einem Vollangenklon des
PFV analysiert, wohingegen in der vorliegenden Arbeit mit einer subgenomischen RNA
gearbeitet wurde. Fiir die Suche nach minimalen (prd)genomischen RNA-Sequenzen fiir
die Pol-Verpackung ist eine subgenomische RNA ausreichend, das PFV-Genom enthilt
jedoch moglicherweise aulerhalb von CASI und CASII weitere Elemente, die die Partikel-
inkorporation des Pol-Proteins verstidrken. Eventuell ermoglicht eine initiale Bindung des
Pol-Proteins an die PES die Bindung von Pol an weitere Elemente auflerhalb der CAS.
Dies konnte erkliren, wie es moglich ist, da3 die relativ kurzen PES die Inkorporaton von

100-300 Pol-Molekiilen vermitteln konnen.

Fafit man die Ergebnisse der Analyse der CASII zusammen, so ergibt dies eine
wahrscheinliche Eingrenzung der PES auf den Bereich zwischen den Nukleotiden
4980-5351. Dieser Bereich weist auch in der Sekundarstrukturanalyse der RNA die bereits
erwihnten drei Strukturelemente auf (Daten nicht gezeigt).

Wihrend die 5° Grenze der wahrscheinlichen PES. 49805351 relativ klar definiert ist, ist die
3’ Grenze noch offen und kann mdglicherweise noch weiter eingegrenzt werden. Ebenfalls
moglich wire es, anhand der RNA-Strukturanalyse Punktmutationen einzufiihren um zu
iiberpriifen, ob die in dieser Arbeit vorgeschlagenen Sekundirstrukturen wirklich an der
Pol-Inkorporation beteiligt sind. Im Rahmen solcher Arbeiten wire es sinnvoll, eine
Moglichkeit der Quantifizierung der detektierten Proteine zu etablieren, um die Mengen an
partikelassoziiertem Pol-Protein besser vergleichen und genauere Aussagen treffen zu
konnen. Ebenfalls interessant wére eine Analyse zum Einflu des Abstandes zwischen den
beiden CAS-Elementen auf die RNA- und Pol-Verpackung. So bilden z. B. Vektoren, die
eine Reportergenkassette zwischen CASI und CASII tragen bis zu 90% weniger infektiose
Partikel (Heinkelein et al., 2002a).
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4.3 Untersuchung der Proteinvoraussetzungen fur die

Pol-Inkorporation

In dieser Arbeit wurde zunichst der Mechanismus der Pol-Inkorporation ins Viruspartikel
untersucht und dies fiihrte zu einem Modell in dem die Verpackung des Pol-Proteins durch
Interaktionen mit der viralen RNA vermittelt wird. AnschlieBend wurden die fiir diese
Interaktion wichtigen Sequenzbereiche der (prd)genomischen Virus-RNA nidher bestimmt.
Im néchsten Schritt wurde der Frage nach den Voraussetzungen auf Ebene des Pol-Proteins
fiir die erfolgreiche Inkorporation in das Viruspartikel nachgegangen.

Das Pol-Protein der Foamyviren gleicht im Aufbau dem der Orthoretroviren. Es wird als
ein Vorlduferprotein gebildet. Dieses ist mit einer aminoterminalen Protease (PR), gefolgt
von einer Reversen Transkripase, einschlieBlich der RNaseH-Aktivitit (RT) und einer
carboxyterminalen Integrase (IN) ausgestattet. Dieses Vorlduferprotein  wird
autokatalytisch in zwei — nicht drei wie in Orthoretroviren - Untereinheiten gespalten: Die
85 kD grof3e PR/RT- und die 40 kD grof3e IN-Untereinheit (Kogel et al., 1995a; Lochelt &
Fliigel, 1996; Netzer et al., 1993). Die fiir die Bildung infektidser Partikel notwendige
Prozessierung von Gag erfolgt wahrscheinlich wéhrend des Partikelzusammenbaus durch
die virale Protease (Enssle et al., 1997; Giron et al., 1997). Zusammen mit der Tatsache,
daB die reverse Transkription in Foamyviren bereits in der Produzentenzelle stattfindet
(Moebes et al., 1997; Roy et al, 2003; Yu et al., 1996b & 1999), spricht dies fiir eine
Aktivierung und Prozessierung des Pol-Proteins in der virusproduzierenden Zelle. Daraus
ergibt sich die Frage, ob die Untereinheiten einzelnd oder aber als Vorlduferprotein mit der
RNA interagieren und in das Viruspartikel verpackt werden. Einen ersten Hinweis auf die
Antwort dieser Frage ergab die Analyse des Mechanismus der Pol-Inkorporation ins
foamyvirale Partikel (siche 3.1 & 4.1). Hier konnte nur in Anwesenheit von RNA eine
effiziente Pol-Spaltung beobachtet werden. Dies fithrt zu der Vermutung, dafl das
Vorlduferprotein mit der (prd)genomischen RNA interagiert und es erst nach dieser
Interaktion zur Proteolyse des Pol-Proteins kommt (siehe 4.1). Daraus wiederum ergibt
sich die Frage, ob die Interaktion von Pol mit der RNA durch eine der Untereinheiten oder
durch das Vorlduferprotein selbst vermittelt wird.

Um diesen Fragen nachzugehen, wurde wiederum im Vier-Plamsidsystem gearbeitet und
das Pol-Expressionskonstrukt durch Expressionsplasmide fiir eine oder beide
Untereinheiten des Pol-Proteins ausgetauscht (Imrich et al., 2000). Die Proteinanalyse

zeigte, daBl einzeln exprimierte Untereinheiten des Pol-Proteins nicht im Viruspartikel
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nachweisbar waren. Auch eine Koexpression von RT und IN lies keinen Nachweis der
Untereinheiten im Partikel zu (Abb. 33: Spuren 19, 22 & 25).

Weiterhin wurde der EinfluBl der Enzymaktivititen untersucht. Bereits bekannt war, dal3
die Aktivitdt der Protease fiir die Inkorporation des PFV Pol-Proteins entbehrlich ist
(Baldwin & Linial, 1999). Um dies fiir unseren Versuchsautbau zu bestitigen und einen
moglichen Einflull der Aktivitdt der Reversen Transkriptase und der Integrase auf die Pol-
Inkorporation auszuschliessen, wurde die Partikelinkorporation von Pol-Proteinen mit
Mutationen der aktiven Zentren der Enzyme analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden,
daB} keine der eingefiihrten Mutationen der aktiven Zentren der Enzyme die Inkorporation
des Proteins in das Viruspartikel stort (Abb. 35).

AufBlerdem wurde deutlich, dal die An- oder Abwesenheit von Gag keinen signifikanten
Einflu auf die Proteolyse von Pol hatte (Abb. 35: Vergleich der Spuren 3 & 4),
wohingegen ohne Virus-RNA eine deutlich reduzierte Pol-Spaltung beobachtet werden
konnte (Abb. 35: Spuren 2; 5, 7 & 9). Dies unterstiitzt das in 4.1 aufgestellte Modell in
dem das Pol-Vorlduferprotein unabhédngig von Gag mit der RNA interagiert und diese

Interaktion die Spaltung des Proteins in seine Untereinheiten erleichtert.

Diese Ergebnisse zeigen, daBl das Vorlduferprotein unabhidngig von den bekannten
enzymatischen Aktivititen der Protease, Reversen Transkriptase und Integrase die
Partikelinkorporation von Pol vermittelt. Auch in Hepadnaviren ist die enzymatische
Aktivitit des P-Proteins fiir die Interaktion mit der prigenomischen RNA nicht notwendig;
eine intakte Struktur des P-Proteins ist jedoch essentiell (Pollack & Ganem, 1994;
Wang et al., 1994).

Obwohl eine Bindung an die RNA Voraussetzung fiir die reverse Transkription ist, gelang
fiir die Reverse Transkriptase-Untereinheit kein Nachweis der Partikelinkorporation. Eine
Erklarung hierfiir konnte eine in 4.2 diskutierte Multimerisierung von Pol sein.
Moglicherweise bindet die RT-Untereinheit an die RNA und die IN-Untereinheit vermittelt
eine Multimerisierung des Proteins, dhnlich dem Rev-Protein von HIV. In Rev sind das
Bindungs- und das Multimerisierungsmotiv des Proteins zwar benachbart, aber nicht
miteinander identisch (Malim & Cullen, 1991). Die RT-Untereinheit konnte in diesem
Modell zwar an die RNA binden, aber nicht multimerisieren und dies wiirde dazu fiihren,

daf} nur sehr wenige Molekiile der RT in das Viruspartikel verpackt werden. Diese geringe

106



Diskussion

Anzahl an RT-Molekiilen wére wahrscheinlich im Western Blot nicht nachzuweisen und
wiirde eventuell auch nicht fiir eine detektierbare Spaltung des Gag-Proteins ausreichen.
Kiirzlich veroffentlichte Daten ergaben fiir die beiden Pol-Untereinheiten in hochgradig
gereinigten foamyviralen Partikeln ein relatives Verhiltnis von ungefdhr einem RT- zu
zwei IN-Molekiilen (Cartellieri et al., 2005a). Dies scheint dem dargestellten Ergebnis, daf3
das Vorlduferprotein die Partikelinkorporation des Pol-Proteins vermittelt, zu
wiedersprechen. Eine mogliche Erkldrung konnte die bereits in der Produzentenzelle
stattfindende reverse Transkription der Foamyviren sein (Moebes et al., 1997; Roy et al.,
2003; Yu et al., 1999). Wire die reverse Transkription vor der Fertigstellung des
Viruskapsid abgeschlossen, so konnte sich die RT-Untereinheit vom Genom l6sen und nur
teilweise im Virion verbleiben. Die Integrase hingegen miifite aktiv in das Virion eingebaut
werden, da sie im weiterem Replikationsverlauf noch benétigt wird. Es gibt zwar Hinweise
auf die Notwendigkeit von Gag fiir die reverse Transkription (Enssle et al., 1997;
Heinkelein et al., 2000b), aber keinen darauf, daB die RT-Reaktion im vollstindig
ausgebildeten Viruskapsid stattfindet.

Aus denen in dieser Arbeit ermittelten Daten 146t sich folgendes Modell der Pol-
Inkorporation in foamyvirale Partikel entwickeln: Das Pol-Vorlduferprotein bindet an die
virale RNA und hierfiir sind die PES;;315.345 und PES;050.5351 notwendig. Diese Bindung
ermoglicht die Pol-Inkorporation in das Viruspartikel iiber die Interaktion zwischen der
viralen RNA und Gag. Moglicherweise wird die RNA-Gag-Interaktion durch
Wechselwirkungen zwischen den Proteinen Gag und Pol verstirkt. Die Pol-RNA-
Interaktion erleichtert, wahrscheinlich unabhingig von Wechselwirkungen mit Gag, die
Proteolyse von Pol und es kommt im sich bildenden Kapsid zur reversen Transkription und
zur Spaltung von Gag.

Dieses Modell spiegelt einmal mehr die Mittelstellung der Foamyviren zwischen den
Orthoretroviren und den Hepadnaviren wider. Ahnlich den Orthoretroviren ist die
Interaktion zwischen Gag und RNA ausreichend fiir die Verpackung der Foamyvirus-RNA
ins Partikel (Baldwin & Linial, 1999; Berkowitz et al., 1993; Clever et al., 1995).
Andererseits ist die Interaktion zwischen RNA und Pol sowohl in Hepadnaviren
(Bartenschlager et al., 1990; Bartenschlager & Schaller, 1992; Hirsch et al., 1990), als auch
in Foamyviren notwendig fiir die Partikelinkorporation des Pol-Proteins und anschlieBende

reverse Transkription.
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6 Anhang

6.1 Zusammenfassung

In allen Retroviren, mit Ausnahme der Foamyviren (FV), wird das Pol-Protein als
Gag-Pol-Fusionsprotein exprimiert. Dieser Mechanismus sichert die Inkorporation von Pol
in das virale Partikel. FV unterscheiden sich in vielen Merkmalen von den Orthoretroviren,
unter anderem wird das Pol-Protein von einer eigenen gespleilten mRNA translatiert.
Diese von Gag unabhingige Expression flihrt zu der Frage nach dem Mechanismus der
Pol-Inkorporation in foamyvirale Partikel.

Unter Nutzung eines transienten FV-Vektor Transfektionssystems, das auf der
Kotransfektion von vier separaten Expressionseinheiten zur Produktion von Gag, Pol, Env
und einer Vektor-RNA beruht, konnte gezeigt werden, dal (prd)genomische RNA fiir die
effiziente Partikelinkorporation von Pol notwendig ist. Protein-Protein-Interaktionen
zwischen Pol und Gag sind deshalb nicht ausreichend fiir die Bildung vollstindiger
Viruspartikel.

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob es moglich ist spezifische Sequenzen in der
Virus-RNA zu identifizieren, die fiir die Inkorporation des Pol-Proteins essentiell sind.
Empririsch wurden bereits zwei cis-aktive Sequenzen (CAS) identifiziert, die, zusammen
mit den long terminal repeats (LTR) und benachbarten Sequenzen fiir die reverse
Transkription und Integration, ausreichend fiir effizienten FV-Vektortransfer sind. Daher
miissen RNA-Elemente, die flir die Verpackung des Pol-Proteins nétig sind, in diesen
beiden CAS liegen. Durch das Einfithren von Deletionen und anschlieBender Analyse der
Proteinzusammensetzung und des RNA-Gehaltes von Viruspartikeln, wurden die fiir die
Pol-Inkorporation essentiellen RNA-Sequenzen identifiziert.

In dieser Arbeit konnten zwei RNA-Sequenzelemente definiert werden, die fiir die
Partikelinkorporation des Pol-Proteins notwendig sind, diese wurden PES (Pol
encapsidation sequences) genannt. Keines der beiden Sequenzelemente hat einen
signifikanten EinfluB auf die Verpackung der Vektor-RNA, wohingegen bereits die
Deletion einer der PES zu einer signifikanten Reduktion der Pol-Verpackung fiihrt. Eine
PES, die moglicherweise nur 30 nt umfait, liegt unmittelbar 5° der PBS (Nukleotide
318-345, relativ zu PFV Transkriptionsstart) und die zweite PES mit einer
wahrscheinlichen Liange von 370 nt liegt in der 3’ Region des pol-Gens (Nukleotide
4980-5351).

121



Anhang

Diese Ergebnisse flihren zu einem Model, in dem die (prd)genomische RNA von FV als
eine Art Briickenmolekiil zwischen Gag und Pol fungiert. Die RNA interagiert auf der
einen Seite liber die PES mit Pol und auf der anderen Seite mit Gag iiber die GRI-Box im
carboxyterminalen Bereich des Proteins und vermittelt so die Inkorporation des
Pol-Proteins in das Gag-Kapsid.

Weiterhin wurden die Voraussetzungen auf Proteinebene fiir die Verpackung des
Pol-Proteins untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, da3 nur das Pol-Vorlauferprotein
und weder die einzelne Reverse Transkriptase- noch die Integrase-Untereinheit in das
foamyvirale Partikel verpackt wird. Die enzymatischen Aktivititen der Protease, der
Reversen Transkriptase oder der Integrase des Pol-Proteins sind fiir die Verpackung jedoch

nicht essentiell.

6.2 Summary

In all retroviruses with the exception of foamy virus (FV), the Pol protein is expressed as a
Gag-Pol precursor, which facilitates Pol incorporation into the viral particle. FVs diverge
from orthoretroviruses in many ways. One of it is that the Pol protein is translated from a
spliced mRNA independently of Gag. This method of expression raises the question of the
mechanism of Pol incorporation into the viral particle.

Using a transient FV vector transfection system based on cotransfection of four separate
expression units to generate Gag, Pol, Env, and a vector RNA, it is shown that
(pre)genomic RNA is required for efficient virion incorporation of Pol. Thus,
protein-protein interactions of Pol with Gag are not sufficient to complete particle
assembly.

It is further investigated whether specific sequences on the RNA which allow for Pol
protein incorporation can be identified. Two empirically identified cis-acting sequences
(CAS) are, together with the long terminal repeats (LTR) and adjacent sequences required
for reverse transcription and integration, sufficient to allow efficient FV vector transfer.
Thus, any RNA element required for Pol protein encapsidation must be confined to these
two CAS. By introducing deletions into the CAS elements and analyzing the protein
compositions and RNA contents of FV particles, the RNA sequence elements required for
Pol protein incorporation were identified.

It is demonstrated that two distinct sequences in the RNA, which were termed Pol

encapsidation sequences (PES), are required to incorporate Pol protein into the FV capsid.
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Neither element has any significant effect on RNA packaging. However, deletion of either
PES resulted in a significant reduction in Pol encapsidation. One PES, which can be as
short as 30 nt, is located just 5’ to the PBS (nucleotides 318-345 relative to PFV start of
transcription) and another PES of probably 370 nt is located in the 3’ Region of the pol gen
(nucleotides 4980-5351).

These results lead to a model in which the (pre)genomic RNA serves as a bridging
molecule for the interaction of Pol with Gag. On the one hand the RNA interacts with Pol
via the PES and on the other hand with Gag via the GRI box in the carboxy terminus of
Gag. This way RNA mediates encapsidation of Pol into the viral particle.

Furthermore, the requirements on the protein level for encapsidating Pol protein were
investigated. It is shown that only the Pol precursor, but not the individual reverse
transcriptase or integrase subunits, is incorporated into FV particles. However, the
enzymatic activities of the FV Pol protein are not required for encapsidation, at least as far

as protease, reverse transcriptase, and integrase activities are concerned.
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6.3 Klonierungsstrategien

Tab. 4: Klonierungsstrategien der hergestellten Konstrukte

Plasmid | Vektor- Insert Kurz-
hintergrund beschreibung
pKP1 pMHG66 x Mlul Pacl ' | 1: pMH66 x MIul Mfel 947 bp APBS in pMH66
—9058 bp 2: pMH66 x Pacl EcoRV 3167 bp
3:  PCR-Produkt (#327/#1300 an
pMH66) x Mfel ECORV 2341 bp
pKP2 | pCgpl/M54 x Swal | pMHI15 x Swal MIul 52392 bp AUS5- und der
MIul ' ©8504 bp Leader-Region in
pCgpl/M54
pKP3 | pCgpl/M54 x Swal | pMHI14 x Swal MIul 2491 bp AUS in
MIul ' >8504 bp pCgpl1/M54
pKP4 pCgpl/M54 x Swal | pMH93 x Swal Mlul 2613 bp A194-443 in
MIul ' >8504 bp pCgpl/M54
pKP5 | pCgpl/M54 x Swal | pKP1 x Swal MIul 2625 bp APBS in
MIul ' 28504 bp pCgpl/M54
pKP10 |pMH66 x Pacl ° | pMH66 x ECORI ECORV 551 bp | A3872-4664 in
ECoRI ' 212185 bp pMH66
pKP11 | pMH66 x BsmBI * | pMH66 x Pacl HincIl 1012 bp A4884-5886 in
Pacl ' 11498 bp pMH66
pKP12 | pMH66 x BsmBI ‘11 pMH66 x BsmBI Hincll A4665-4883 in
Pacl ' >11498 bp 1019 bp pMH66
2: pMH66 x Pacl EcoRV 20,79 kb
pKP16 | pMD9 X Swal A3874-5886 in
Eco47111 7895 bp pMD9
pKP17 | pMD9 x Swal EcoRI ' | pMD9 x EcoRI ECORV =551 bp A3874-4663 in
8584 bp pMD9
pKPI18 |[pMD9 x  ECORV | pMD9 x BamHI Hincll 1479 bp | A4665-4883 in
BamHI ' 8242 bp pMD9
pKP19 | pMD9 X Nhel | pMD9 x Nhel Hincll 1016 bp A4884-5886 in
Eco471I1 ' 27903 bp pMD9
pKP20 | pspHFVS5 x Bbsl Mfel | pMD9 x BbsI Mfel 212 bp RPA- Sonden-
1 >3484bp plasmid; Bindung
ums gag CTG
pKP21 | psp65 x ECORI *|pMD9 x Notl * BamHI 737 bp RPA-Sonden-
BamHI ' 2983 bp Plasgl;% Bindung
ne
pKP22 | pMD9 x BsmBI Ndel ' | 1: pMD9 x Ndel HincIl 2021 bp | A4884-5114 in
26887 bp 2: pMD9 x Spel 2 BsmBI 2799 bp | PMD9
pKP23 | pMD9 x BsmBINhel ' | 1: pMD9 x Spel ° Nhel (Mfel) | A5119-5624 in
7892 bp 1249 bp pMD9
2: pMD9 x AfIII * BsmBI (EcoRV)
289 bp
pKP24 |pMD9 x  ECORI | pMD9 x AfIII * EcoRI (Swal) A5629-5886 in
Eco47II1 ' 9251 bp | 2411 bp pMD9
pKP25 | pKP24 x Nhel ECORI ' | 1: pKP24 x Nhel HincIl 1014 bp | A4887-4980 in

>8312 bp

2: PCR-Produkt (#1840/#1844 an
pMD9) x EcoRI Hincll =244 bp

pKP24
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pKP26 | pKP24 x Nhel EcoRI ' | 1: pKP24 x Nhel HincIl 1014 bp | A4887-5080 in
8312 bp 2: PCR-Produkt (#1841/#1844 an | PKP246
pMD9) x EcoRI Hincll - 144 bp
pKP27 | pKP24 x Nhel ECORI ' | 1: pKP24 x Nhel HincIl >1014 bp | A4887-5180 in
28312 bp 2: Oligos #1842/#1843 * pKP24
pKP28 |pMD9 x Eco47IIl | pMD9 x ECoRI Stul 2364 bp A5582-5886 in
ECORI ' 29249 bp pMD9
pKP29 | pMD9 x Eco47IIl | pMD9 x EcoRI Mscl (Spel) =>336bp | A5553-5886 in
ECORI ' 29249 bp pMD9
pKP30 | pMD9 x Eco47IIl | PCR-Produkt (#1845/#1849 an pMD9) | A5451-5886 in
ECORI ' 29249 bp x ECORI Eco47111 pMD9
=250 bp
pKP31 |pMD9 x Eco47III | PCR-Produkt  (#1846/4#1849  an | A5351-5886 in
EcoRI ' ©9249 bp pMD9) x ECoRI Eco47111 pMD9
-2 150 bp
pCpol2 | pCpol2 x Swal Pacl ! pczHSRV2 Mé61 x Swal Pacl | PRY in pCpol2
/M61 29389 bp 1829 bp
pCpol2 | pCpol2 x Swal Pacl ' | pczHSRV2 M83x Swal Pacl - 1829 | RTY in pCpol2
/M69 29389 bp bp
pCpol2 | pCpol2 x PacI BSpEI ' | pczHSRV2 M83 x Pacl BspEI | IN{ in pCpol2
/M73 8905 bp 22309 bp
pCpol2 | pCpol2 x Swal BspEI | pczHSRV2 MS83 x Swal BspEI | RTY & IN{ in
/M83 ' 57076 bp 24140 bp pCpol2

Die angegebenen Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen verdaut, modifiziert, tber
Agarosegeleletrophorese getrennt und die Fragmente mit den angegebenen Grél3en nach
Elution ligiert. Die korrekte Sequenz der Konstrukte wurde durch analytischen
Verdau mit verschiedenen Restriktionsenzymen und Sequenzierungen Uberpruft.
(1) Dephosphorylierung der Fragmente; (2) Auffullen Uberhangender Enden mittels
Klenowenzym; (3) Abbau (berhdngender Enden mittels T4 DNA-Polymerase; (4)
hybridisierte Oligonukleotide; Methoden siehe 2.3.1
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